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1. Einleitung
1.1. Multidrug-Resistenz
Eines der größten Probleme der Chemotherapie stellt die Resistenz von Tumorzellen
gegen eine große Anzahl von zytotoxischen Substanzen dar. Bereits zu Beginn der
Chemotherapie zeigt ein Teil der Tumoren keine Sensibilität gegen Zytostatika; dies
wird als primäre, bzw. intrinsische Resistenz bezeichnet. Jedoch kann sich eine
Resistenz auch erst im Laufe der Behandlung entwickeln. Nach anfänglicher
Tumorreduktion schreitet die Erkrankung weiter fort und ist durch die Chemotherapie
nicht mehr zu beeinflussen. Diese sekundäre, bzw. erworbene Resistenz wird durch
den Kontakt von primär sensiblen Zellen mit antineoplastischen Substanzen erworben
und auf die Selektion einer Subpopulation einer mutierten, Zytostatika resistenten
Tumorzelle zurückgeführt (van der Heyden et al. 1995).
Diese Tumorzellen werden oft nicht nur gegen das verabreichte Zytostatikum resistent,
sondern erwerben eine Kreuzresistenz gegen andere Medikamente (Ecker & Chiba
1995). Dieses Phänomen der sogenannten Multidrug-Resistenz (MDR) findet sich
vor allem bei Pharmaka aus den Substanzklassen der Anthrazykline
(z.B. Daunorubicin und Doxorubicin), der Alkaloide (z.B. Vincristin, Vinblastin und
Vindesin), der Epipodophyllotoxine (z.B. Etoposid und Teniposid), der Taxane
(z.B. Paclitaxel) und anderer (z.B. Actinomycin D, Amsacrin, Mitoxantron) (Sikic
et al. 1997, Volm & Efferth 1994). In den meisten Fällen geht mit dieser
Kreuzresistenz eine erniedrigte Pharmaka-Akkumulation in den resistenten
Tumorzellen einher (Ecker & Chiba 1995).
Für dieses Phänomen der MDR sind die unterschiedlichsten Mechanismen verant-
wortlich, von denen nur eine geringe Anzahl bisher identifiziert worden sind (Tab. 1).
Resistenzmechanismus Resistenzproteine bzw. -gene
Veränderung des Pharmakatransportes P-Glykoprotein, MRP, Natrium-Pumpe
Veränderung der Expression, bzw. Mutation der
nukleären Zielmoleküle der Pharmaka
Topoisomerase I + II, Thymidylat-Synthetase,
Metallothionein, Dihydrofolat-Reduktase
Veränderung des Pharmakametabolismus Glutathion-S-Transferase
Veränderung der DNA-Reparatur O
6-Alkylguanin-DNA-Alkyl-Transferase
Veränderung der Pharmaka induzierten Apoptose Bcl-2-Protein, p53 Gen
Tab. 1: Mechanismen der Multidrug-Resistenz (Bates et al. 1996, Ramachandran & Melnick 1999,
Ringborg & Platz 1996, Twentyman 1997, Volm & Efferth 1994).
In den meisten Tumoren sind jedoch mindestens zwei Resistenzmechanismen bzw.
-proteine aktiv (Volm et al. 1992). Eine solche Koexpression spricht für einen
gemeinsamen Regulator, wobei Protoonkogenen und Proteinkinasen dabei eine
bedeutende Rolle zugeschrieben wird (Volm & Efferth 1994). Noch ist ein zentraler
Regulator aber unbekannt und die Forschung konzentriert sich hauptsächlich auf die
Resistenzproteine, im besonderen auf P-Glykoprotein.1.  EINLEITUNG
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1.1.1. P-Glykoprotein
Die wichtigste und am besten untersuchte Veränderung bei Multidrug resistenten
Tumorzellen besteht in einer Überexpression des mdr1 Gens auf Chromosom 7, Lokus
q 21.1 (Callen et al. 1987, Fairchild et al. 1987) und seinem Gen-Produkt, dem
P-Glykoprotein (P-gp) (Abb. 1)  mit einem Molekulargewicht von 170 kDa
(Ambudkar  et al. 1999, Ueda et al. 1986, Volm et al. 1990).
P-gp ist eine Efflux-Pumpe der Zellmembran, die in die Familie der Transporter der
sogenannten ATP-bindenden Kassette (ABC) gehört (Higgins 1994), mit Spezifität für
hydrophobe, organismusfremde Moleküle (Shapiro et al. 1998, van der Heyden et al.
1995). Der Substrattransport ist ATP abhängig.
Abb. 1: Strukturmodell des Multidrug-Transporters P-Glykoprotein (Lodish et al. 1996).
Die beiden Proteinhälften mit einer Gesamtlänge von 1280 Aminosäuren haben ähnliche Sequenzen.
Zwei ATP-Bindungsstellen befinden sich auf der zytoplasmatischen Seite der Membran.
Die Transportfunktion des P-gp ist physiologisch von Bedeutung, da sich hohe P-gp
Spiegel in normalem Gewebe, wie z.B. in der Leber (Gallengang), Niere (proximaler
Tubulus), Dünndarm, Kolon, Pankreas, Nebennierenrinde und Gehirn finden (van der
Heyden et al. 1995, Fojo et al. 1987, Thiebaut et al. 1987). In den meisten Fällen ist
P-gp auf der Lumenseite exprimiert und exkretiert Substanzen in die Galle oder den
Urin oder hat die Funktion einer Barriere gegen exogene Toxine, z.B. im
Gastrointestinaltrakt oder auch der Blut-Hirn-Schranke. Die bisher bekannten
natürlichen endogenen Substrate für P-gp sind Steroide, Hormone und Bilirubin
(Hegewisch-Becker & Hossfeld 1996). In peripheren Blutzellen (z.B. zytotoxischen
T-Lymphozyten, natürlichen Killerzellen) kann ebenfalls eine mdr1 Gen-, bzw. P-gp-
Expression gefunden werden (Chaudhary et al. 1992, Klimecki et al. 1994, Nüssler
et al. 1994).
1
Zytoplasma
ATP-Bindungsstelle ATP-Bindungsstelle
Plasma-
membran
Extrazellulärraum
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Die Funktion des P-gp als Efflux-Pumpe spielt beim Versagen der Chemotherapie eine
große Rolle (Abb. 2). P-gp verhindert das Eindringen der Zytostatika durch die
Zellmembran, bzw. eliminiert sie schnell wieder aus der Zelle (Gottesman et al. 1996).
Der Grad, um den die Akkumulation sich verringert, hängt zum einen von der Affinität
des P-gp zum Substrat und zum anderen von der Höhe des P-gp Spiegels ab. So sind
viele Naturprodukte (z.B. Daunomycin, Taxol oder Vincristin), die aus Pflanzen oder
Mikroorganismen isoliert wurden, gute Substrate für den P-gp Efflux, nicht jedoch
vollsynthetisch erzeugte Zytostatika (z.B. Cisplatin, Cyclophosphamid oder
Methotrexat) (Pastan & Gottesman 1991). Die Überexpression von sehr hohen P-gp
Spiegeln kann zu einer mehr als 100-fachen Resistenz gegen Chemotherapeutika
in vitro führen (Bates et al. 1994).
Abb. 2: P-Glykoprotein als Efflux-Pumpe (modifiziert nach Ecker & Chiba 1995, Higgins 1994).
Mehrere Modelle versuchen die Funktionsweise des P-gp als Detoxifikationssystem zu erklären. Nach
klassischer Vorstellung von der „Efflux-Pumpe“ werden die Toxine im Zytoplasma an P-gp gebunden.
Durch einen ATP-abhängigen Prozeß wird dann das Toxin durch transmembranöse Tunnelbildung in
den Extrazellulärraum ausgeschleust (Ecker & Chiba 1995, Fardel et al. 1996). Nach dem
„hydrophoben Staubsauger“ Modell können die Toxine noch während ihres Weges durch die
Phospholipidmembran abgefangen und durch P-gp wieder ausgeschleust werden (Gottesman &
Pastan 1993). Im „Flippase“ Modell trifft P-gp im inneren Anteil der Plasmamembran auf das Toxin
und „flippt“ es zum äußeren Anteil, von wo es in den Extrazellulärraum diffundiert (Higgins 1994,
Higgins & Gottesman 1992). Alternativ kommt eine Beeinflussung des intrazellulären pH und/oder des
elektrischen Potentials der Plasmamembran in Betracht, indem P-gp als Protonenpumpe oder
Chloridkanal agiert (Roepe et al. 1993). Dadurch wird indirekt eine Erniedrigung der intrazellulären
Akkumulation von schwach basischen, kationischen lipophilen Zytostatika erreicht.
In Malignomen finden sich hohe P-gp Spiegel vor allem in Geweben, die diese bereits
physiologischerweise exprimieren. Zu Beginn der Chemotherapie zeigt sich dann oft
eine primär auftretende Resistenz. Besonders häufig tritt dies bei hepatozellulären
Karzinomen, Nieren-, Nebennierenrinden- und Pankreaskarzinomen auf (van der
Heyden  et al. 1995).
„Efflux-Pumpe“ „Staubsauger“ „Flippase“
Extrazellulär-
raum
ATP ATP ATP ATP ATP ATP
Plasma-
membran
Zytoplasma
Pharmakon1.  EINLEITUNG
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Bei Tumoren, die aus Geweben entstehen, die wenig P-gp exprimieren, scheint die neu
auftretende Expression von P-gp eine wichtige Rolle zu spielen. Bei akuten
Leukämien (Marie et al. 1991), Lymphomen (Cheng et al. 1993), multiplen Myelomen
(Petrini  et al. 1995) und Mammakarzinomen (Schneider et al. 1989) wurde eine
Überexpression von P-gp nach Kontakt mit verschiedensten Chemotherapeutika
berichtet. So tritt z.B. bei noch unbehandelter akuter Leukämie eine Überexpression
von P-gp in ca. 30-40% der Fälle auf (Campos et al. 1992, Holmes et al. 1989, Sikic
1993, Yuen et al. 1994, Zhou et al. 1992). Zum Zeitpunkt des Rezidivs findet sich eine
Expression von ca. 70%. Diese Expression korreliert ebenfalls mit dem Pharmaka
Efflux. Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, daß mdr1 oder die P-gp-Expression
bei der akuten Leukämie mit einer verringerten Überlebenszeit, verringerter
kompletter Remissionsrate oder früherem Rezidiv positiv korreliert (Campos et al.
1992, Guerci et al. 1995, Kuwazuru et al. 1990, Marie et al. 1991, Zhou et al. 1992).
Die positive Korrelation zwischen P-gp Expression und schlechter Prognose läßt sich,
obwohl P-gp das bisher bedeutendste Resistenzprotein ist, jedoch nicht bei allen
Tumoren nachweisen (Dalton et al. 1995, Galettis et al. 1994).
1.1.2. Andere Resistenzmechanismen
Zunehmende Bedeutung gewinnen die nicht-P-gp-vermittelten Resistenzen, z.B. durch
das „multidrug-resistance-associated-protein“ (MRP), ein Membran Glykoprotein
(190 kDa) aus der Gruppe der ABC-Transporter (Barrand et al. 1994, Broxterman
et al. 1995, Hu et al. 1999). MRP ist eine ATP-abhängige Pumpe, unter anderem für
endogene Glutathionkonjugate (Kallavaris 1997, Muller et al. 1994), die für die
intrazelluläre Entgiftung von zytotoxischen Substanzen von Bedeutung sind (Volm &
Efferth 1994). Vermutlich spielt MRP desweiteren bei der zellulären Elimination von
konjugierten Substanzen und organismusfremden Molekülen, wie z.B. Zytostatika,
eine wichtige Rolle (Nooter & Stoter 1996).
Außerdem kommt dem at-mdr Gen („altered/atypical multidrug resistance“) und damit
der DNA-Topoisomerase II eine wichtige Rolle zu (Booser & Hortobagyi 1994). Die
Topoisomerase II ist ein Zellkernenzym, das die dreidimensionale Struktur der
doppelsträngigen DNA durch transiente DNA Brüche und Wiederverknüpfung
reguliert (Pommier 1993, Wang 1996). Chemotherapeutika, wie die Anthrazykline und
Epipodophyllotoxine, sind Topoisomerase II Inhibitoren (Pommier 1993), die sich an
dieses Protein binden und einen irreversiblen Komplex bilden. Dies verhindert die
Wiederverknüpfung des DNA-Doppelstranges und führt dadurch zum Zelltod
(Capranico  et al. 1989, Volm & Efferth 1994). Eine vermehrte Expression des Enzyms
erhöht daher die Empfindlichkeit des Tumors gegen Zytostatika, während eine
niedrige Expression zur Resistenz führt (Volm & Efferth 1994).1.  EINLEITUNG
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1.2. Anthrazykline
Eine der Substanzklassen, die besonders von der MDR betroffen ist, sind die
Anthrazykline (Gianni 1997, Nielsen et al. 1996). Seit den späten 50er Jahren wurden
Anthrazyklin-Antibiotika aus Streptomyces peucetius  isoliert. Farmitalia Research
Laboratories in Mailand (Arcamone et al. 1961) und die Pariser Gruppe der Rhone-
Poulenc Laboratories (Dubost et al. 1963) entwickelten gleichzeitig die erste klinisch
relevante Substanz: Daunorubicin. Erfolge mit Daunorubicin wurden in der
Behandlung der akuten myeloblastischen (Boiron et al. 1969) und lymphoblastischen
(Jacquillat et al. 1966) Leukämie, sowie soliden Tumoren im Kindesalter (Tan &
Tasaka 1965) erzielt. Es wurden aber auch eine Reihe von toxischen Nebenwirkungen
wie Knochenmarkshypoplasien, Alopezie, extravasalen Nekrosen und vor allem einer
medikamentös nicht beherrschbaren Kardiotoxizität bekannt (Booser & Hortobagyi
1994).
In den folgenden Jahren wurden die verschiedensten Derivate aus der Muttersubstanz
durch biochemische Modifikation der Aglykone und Zucker Anteile entwickelt. Die
wichtigsten Ziele bei der Entwicklung der neuen Anthrazykline sind ein erhöhtes
Aktivitätspektrum und eine reduzierte Kardiotoxizität.
1.2.1. Idarubicin
Eines der bereits 1976 entwickelten Anthrazyklinderivate, das immer mehr an
Bedeutung gewinnt (Buckley & Lamb 1997, Robert 1993), ist Idarubicin (IDA)
(Abb. 3). Es wird vor allem in der Therapie von Leukämien, Myelodysplasien,
Non-Hodgkin Lymphomen und Mammakarzinomen verwendet (Goebel 1992,
Hollingshead & Faulds 1991). IDA (4-Demethoxydaunorubicin) unterscheidet sich
von der Muttersubstanz durch die Substitution der C4-methoxyl-Gruppe im D Ring
des Aglykons durch Wasserstoff (Molekulargewicht 533.96) (Adria Laboratories
1990, Goebel 1992).
Abb. 3: Strukturformel von Idarubicin C26H27NO9.HCl (Adria Laboratories 1990).
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Pharmakokinetik
Diese geringfügige Veränderung des Moleküls hatte signifikante Konsequenzen für
die pharmakokinetischen Eigenschaften. IDA zeichnet sich gegenüber den anderen
Anthrazyklinen vor allem durch eine erhöhte Lipophilie aus. Dies verbesserte die
Absorption durch die gastrointestinale Mukosa (Buckley & Lamb 1997, Cerosimo
1992), ebenso wird eine wesentlich schnellere Aufnahme in die Tumorzellen (Ganzina
et al. 1986, Robert et al. 1990, Speth et al. 1986), sowie Liquorgängigkeit (Reid et al.
1990, Adria Laboratories 1990) ermöglicht. Desweiteren wird der C-13-Alkohol-
Metabolit Idarubicinol (IDAol), vor allem nach oraler Gabe, durch Metabolisierung in
der Leber in hohen Konzentrationen gebildet und zeigt die gleiche zytotoxische
Aktivität wie die Muttersubstanz (Cerosimo 1992, Fukushima et al. 1994). Außerdem
zeigte sich für Idarubicin und seinen Metaboliten in vitro und in klinischen Versuchen
eine größere antitumorale Aktivität (Cerosimo 1992, Di Marco et al. 1977), sowie eine
geringere Kardiotoxizität (Casazza et al. 1984, Cerosimo 1992, Goebel 1992, Platel
et al. 1999) als für Daunorubicin.
IDA wird nach oraler Gabe im Gastrointestinaltrakt schnell resorbiert, ist nach 30 min
im Plasma nachweisbar und erreicht Spitzenspiegel nach ca. 2-4 Stunden
(Hollingshead & Faulds 1991, Stewart et al. 1991). Die Bioverfügbarkeit wird mit
30% angegeben (Gillies et al. 1987, Smith et al. 1987). Für IDA finden sich maximale
Plasmakonzentrationen von 3 ng/ml (<1-9 ng/ml) (Eksborg et al. 1990) für den
Metaboliten IDAol dagegen von 20 ng/ml (11-36 ng/ml) (Eksborg et al. 1990). Der
Plasmaanteil des Metaboliten IDAol spiegelt den first pass Metabolismus wieder
(Buckley & Lamb 1997). Die mittlere Halbwertszeit für IDA liegt bei 15h (Berman
et al. 1983, Speth et al. 1989), für IDAol bei 60h (Elbaeck et al. 1989, Hochster et al.
1986, Pannutti et al. 1986, Stewart et al. 1991). Orales IDA zeigt eine lineare
Pharmakokinetik, es akkumuliert nicht (Speth et al. 1986).
Nach i.v. Administration von IDA werden dagegen maximale Plasmakonzentrationen
von 189 ng/ml (91-679 ng/ml) und für IDAol von 8 ng/ml (5-11 ng/ml) erreicht
(Eksborg  et al. 1990). Die mittlere Halbwertszeit von IDA beträgt 22 Stunden, die von
IDAol sogar über 45 Stunden (Adria Laboratories 1990). Das Dispositionsprofil zeigt
eine rasche Verteilungsphase, vermutlich auf Grund der extensiven Gewebebindung
(Adria Laboratories 1990).
Die mittlere Plasmaproteinbindung, in vitro ermittelt mit der Gleichgewichtsdialyse,
beträgt für in vivo erreichbare IDA Konzentrationen 97% und für IDAol 94 %, die
Bindung ist konzentrationsunabhängig (Adria Laboratories 1990).
Die Plasmaclearance ist durch einen extensiven hepatischen Metabolismus
charakterisiert. Die Elimination findet vorwiegend biliär und zu einem geringeren
Anteil renal, hauptsächlich in Form des primären Metaboliten IDAol, statt (Adria
Laboratories 1990).1.  EINLEITUNG
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Wirk- und Resistenzmechanismen
Der Hauptwirkungsmechanismus von IDA, wie auch der anderen Anthrazykline, ist
die Beeinflussung der DNA-Synthese. Der zytotoxische Effekt wird vor allem über die
Interkalierung der DNA und die Induktion von DNA-Doppelstrang-Brüchen durch
Inhibition der Topoisomerase II erreicht (Gieseler et al. 1994). Die Bindungsaffinität
von IDA an die DNA, die Fähigkeit die DNA zu interkalieren und die Topoisomerase
II zu inhibieren sind ähnlich oder sogar etwas besser als die von Daunorubicin oder
Doxorubicin (Fukushima et al. 1993, Plumbridge & Brown 1978, Rose 1988). Die
erhöhte in vitro Zytotoxizität und in vivo antitumorale Aktivität von IDA wird unter
anderem auf die erhöhte Lipophilie und DNA Bindungskapazität zurückgeführt
(Di Marco et al. 1978, Gieseler et al. 1994, Gieseler et al. 1995a,b).
Die direkte Membrantoxizität und die Freisetzung von Sauerstoffradikalen durch IDA
sind dagegen dosisabhängige Effekte und vermutlich für die Nebenwirkungen der
Chemotherapie, vor allem der Kardiotoxizität verantwortlich (Gieseler et al. 1995a).
Die Anthrazykline werden jedoch oft mit einem Therapieversagen auf Grund der
Entwicklung einer MDR assoziiert (Gianni 1997, Nielsen et al. 1996). Bei den
Resistenzmechanismen spielt vor allem die Behinderung der Aufnahme in die Zelle
durch Membran-Transport-Mechanismen, wie z.B. P-gp (Gianni 1997), sowie die
erniedrigte Expression oder Veränderung der Topoisomerase II, dem Hauptangriffsort
der Anthrazykline, eine Rolle (Sikic 1993).
1.3. Modulation der Multidrug-Resistenz
Tsuruo  et al. (1981) berichteten zum ersten Mal von einer pharmakologischen
Modulation der MDR. Der Kalziumkanalblocker Verapamil (VRP) und der
Calmodulin-Antagonist Trifluoperazin potenzierten in einer Multidrug resistenten
murinen Leukämiezellinie die antiproliferative Aktivität von Vincristin und erhöhten
dessen intrazelluläre Akkumulation.
Seit diesen ersten Erkenntnissen sind eine ganze Reihe an Substanzen, sogenannte
Chemosensitizer, gefunden worden, die die Wirkung von Zytostatika bei resistenten
Tumoren verstärken (Tab. 2). Sie bewirken meist eine erhöhte Pharmaka-
Akkumulation in den resistenten und nur wenig Veränderung in den sensiblen Zellen
(Ford & Hait 1993).
Substanzklassen Beispiele
Kalziumkanalblocker Verapamil, Nifedipin, Diltiazem, Nicardipin
Calmodulinantagonisten Trifluoperazin, Chlorpromazin, Thioridazin
Immunsuppressiva Cyclosporin A, PSC 833
Steroide Progesteron, Tamoxifen
Antibiotika Tetrazyklin, Rifampicin
Chinolone Chloroquin, Chinidin, Chinin
andere Pharmaka Reserpin, Amiodaron, Vindolin
Tab. 2: Modulatoren der Multidrug-Resistenz (Fardel et al. 1996, Ford & Hait 1993).1.  EINLEITUNG
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Die meisten dieser Chemosensitizer werden im klinischen Alltag nicht in der
Tumortherapie verwendet. Sie zeigen nur im weitesten Sinne strukturelle
Ähnlichkeiten, die meisten sind jedoch extrem lipophil und viele sind heterozyklische,
positiv geladene Substanzen (Ecker & Chiba 1995, Ford & Hait 1993).
Der wichtigste Wirkmechanismus der Chemosensitizer scheint die Hemmung des P-gp
abhängigen Effluxes der Pharmaka zu sein (Abb. 4). Die meisten Substanzen
konkurrieren mit den Zytostatika um die Bindungsstellen an P-gp (Fardel et al. 1996,
Safa et al. 1987, Yusa & Tsuruo 1989). Einige dieser Substanzen, wie z.B. VRP, sind
außerdem Substrate für den P-gp Transport (Yusa & Tsuruo 1989).
Abb. 4: Einfluß von Chemosensitizern auf P-Glykoprotein (modifiziert nach van der Heyden et al.
1995).  (A) Nachdem die Pharmaka passiv in die Zelle eingetreten sind, werden sie aktiv von der
P-gp-Efflux-Pumpe in den Extrazellulärraum transportiert. (B) Chemosensitizer blockieren die Pumpe
durch Inhibierung der Bindung der Pharmaka an die Pumpe.
Weitere Wirkmechanismen der Chemosensitizer, wie Interaktionen mit Kalzium
Kanälen (Ford & Hait 1993), Änderung der Membranfluidität (Bhushan et al. 1989,
Ramu et al. 1983), Hemmung der Calmodulin abhängigen Prozesse (Hait & Lazo
1986, Prozialeck 1984), Phosphorylierung des P-gps (Chambers et al. 1990, Fine et al.
1987) oder Hemmung lysosomaler Enzyme (Beck 1987, Sehested et al. 1987) werden
diskutiert.
1.3.1. R-Verapamil
Kalziumantagonisten, vor allem VRP, haben sich als potente Modulatoren der MDR
erwiesen. Die klinische Anwendung ist allerdings durch die kardiovaskulären
Nebenwirkungen, vor allem bei bekannter Hypotonie, atrioventrikulärem (AV) Block
und Herzinsuffizienz, limitiert (Dalton et al. 1989, Ozols et al. 1987). Daher können
die erforderlichen Plasmakonzentrationen, welche in vitro zur Umkehr der MDR nötig
Extrazellulär-
raum
Plasma-
membran
Zytoplasma
Pharmakon Chemosensitizer
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waren, bei Patienten kaum erreicht werden (Bates et al. 1994). Zudem wird die
kardiotoxische Wirkung vieler Chemotherapeutika, vor allem der Anthrazykline,
verstärkt (Booser et al. 1994).
Daher wurden sogenannte Antagonisten der zweiten Generation, wie z.B.
R-Verapamil (R-VRP) entwickelt (Abb. 5). R-VRP (Molekulargewicht 491.08) ist
ein Enantiomer von VRP und zeichnet sich durch gleiche Anti-mdr Aktivität (Pirker
et al. 1990; Plumb et al. 1990), sowie durch eine 5-10 mal geringere kardiovaskuläre
Wirksamkeit (Echizen et al. 1985) aus. Es können daher Serumspiegel erreicht
werden, die bei einigen Tumoren in vitro die MDR umkehren können (Bates et al.
1994).
Abb. 5: Strukturformel von R-Verapamil C27H38N2O4.HCl.
Pharmakokinetik
Im Plasma erreichbare R-VRP Konzentrationen liegen zwischen 4-10 µM
(1.96-4.91 µg/ml) (Ahmed et al. 1993, Bates et al., 1994). Die Plasmaproteinbindung
liegt bei 94% (Eichelbaum et al. 1984). Gross et al. (1988) berichteten, daß R-VRP zu
60% an 4 g/dl Albumin (nicht-absättigbar), zu 92% an 0.55 mg/ml AGP
(nicht-absättigbar bis 4 µM (1.96 µg/ml) R-VRP) und zu 90% an Humanserum
(nicht-absättigbar bis 10 µM (4.91 µg/ml) R-VRP) gebunden wird. Die Halbwertszeit
liegt bei 4.08 Stunden (Eichelbaum et al. 1984). R-VRP unterliegt einem extensiven
hepatischen Metabolismus und wird vorwiegend renal eliminiert (Schwartz et al.
1994).
Wirkmechanismen
Die Wirkmechanismen von VRP als Chemosensitizer lassen sich nicht ausreichend
durch die bekannte Kalzium antagonistische Wirkung erklären, da vor allem
R- und Nor-VRP, Substanzen mit niedrigerer Kalzium antagonistischer Wirkung, sich
in vitro durch eine hohe Umkehrpotenz auszeichnen (Pereira et al. 1995, Toffoli et al.
1995). Zudem zeigen VRP Analoga mit steigender Lipophilie eine steigende Potenz in
der MDR Umkehr (Pereira et al. 1995).
CH3O
CH3O
CC H 2 CH2 CH2 NH CH2 CH2
CN
CH
CH3
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VRP und seine Isomere können die P-gp Efflux Pumpe direkt inhibieren. Durch
Bindung an P-gp kann der Efflux von vielen zytostatischen Substanzen verhindert
werden (Yusa & Tsuruo 1989). Ebenso können z.B. VRP und Daunorubicin als nicht-
kompetitive Substrate um P-gp konkurrieren (Spoelstra et al. 1994) oder kann VRP
z.B. fluoreszenzmarkiertes Vinblastin von seiner Bindungsstelle an P-gp verdrängen
(Safa et al. 1987). Der Effekt als MDR Antagonist kommt zustande, weil P-gp VRP
anstatt der Zytostatika ausschleust.
Desweiteren beeinflußt VRP die physikalisch-chemischen Eigenschaften der
Membran, z.B. durch Veränderung der Membranfluidität und der Permeabilität (Drori
et al. 1995) oder der strukturellen Organisation der Plasmamembran (Garcia-Segura
et al. 1992). Außerdem kann VRP das veränderte Verteilungsmuster von
Chemotherapeutika in resistenten Zellen wieder dem in sensiblen Zellen angleichen
(Hindenburg et al. 1987). Von einer direkten Wachstumsinhibition ab Konzentrationen
von 20 µM (9.82 µg/ml) wird ebenfalls berichtet (Häußermann et al. 1991).
Die in vitro Wirksamkeit von VRP und seinem Isomer R-VRP als Chemosensitizer
wurde durch zahlreiche Versuche belegt (Kiwit et al. 1994, Tsuruo et al. 1983), so daß
klinische Phase I und II Studien initiiert wurden (Bates et al. 1996, Dicato et al. 1997,
Ferry et al. 1996, Hegewisch-Becker 1996, Robert 1999). Diese in vivo Studien ließen
allerdings meistens auf den erhofften Erfolg warten (Anhang Tab. 1).
1.3.2. Weitere Ansätze
Da die klinische Anwendung der Chemosensitizer bisher nur selten den gewünschten
Erfolg gebracht hatte, wird nach neuen Möglichkeiten zur Modulation der MDR
geforscht. So versucht man mit Toxinen gekoppelte Antikörper gegen P-gp zu richten,
um damit den Tumor wieder sensibel gegen Zytostatika zu machen (Thiebaut et al.
1987), bzw. bereits die Bildung des P-gps mit „Antisense“-Nukleinsäuren zu hemmen
(Volm & Efferth 1994). Desweiteren versucht man durch „Carrier“-Systeme, wie
Liposomen oder konjugierte monoklonale Antikörper gegen den Tumor (Booser &
Hortobagyi 1994), die Chemotherapeutika direkt an dem Wirkungsort zu bringen und
damit die Effektivität zu erhöhen. Eine weitere Möglichkeit ist der Einsatz von
amphiphilen Pharmaka, die eine Veränderung der Membranpermeabilität verursachen
(Mason et al. 1991) oder die Membranfluidität beeinflussen (Bhushan et al. 1989,
Pacilio  et al. 1998).1.  EINLEITUNG
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1.4. Zielsetzung
Die zytotoxische Wirkung von Chemotherapeutika ist abhängig von der Aufnahme in
die Tumorzelle und der Interaktion mit dem Replikationsprozeß. Die Proteinbindung
der Pharmaka im extrazellulären Kompartment hat großen Einfluß auf diese Prozesse,
da sie die freie Pharmakon-Konzentration bestimmt, die zur Aufnahme in die Zelle zur
Verfügung steht.
In vitro Studien werden jedoch gewöhnlich in Medien mit niedrigen Serum-
proteinkonzentrationen (15% fetales Kälberserum (FCS) oder weniger) durchgeführt,
was im Kontrast zu der in vivo Situation steht, wo die Pharmaka hohen
Serumproteinkonzentrationen ausgesetzt sind. Der Wert von funktionellen Tests der
zytostatischen Effektivität und Chemosensitizerwirkung könnte daher eingeschränkt
und die Übertragbarkeit der Versuche auf in vivo nicht gewährleistet sein.
Diese Studie soll daher den Effekt der Proteinbindung auf die Aufnahme und
Retention des Anthrazyklins IDA in den humanen promyelozytischen
Leukämiezellinien, HL-60 und HL-60-Vinc, untersuchen. Die Zellinien geben
außerdem Aufschluß über den Effekt des mdr1 Gens, bzw. P-gps, auf die IDA
Aufnahme, da es in der HL-60-Vinc hoch exprimiert und in der HL-60 fast nicht
vorhanden ist.
Die Ziele dieser Studie waren:
·  die Proteinbindungscharakteristiken von IDA in Humanserum (HS) und
gebräuchlichen Zellkulturmedien zu erstellen
·  den Effekt der Proteinbindung auf die Aufnahme und Retention von IDA in die
Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc zu untersuchen
·  den Einfluß der Effluxpumpe P-gp auf die Aufnahme und Retention von IDA in
der Zellinie HL-60-Vinc zu bestimmen
·  die Auswirkung der Proteinbindung auf die Akkumulation von IDA in
Lymphozyten gesunder Probanden zu ermitteln
·  den Effekt des Chemosensitizers R-VRP auf die Modulation der MDR zu
evaluieren
·  den Einfluß des Akut-Phase-Proteins a1-saures-Glykoprotein (AGP) auf die
Chemosensitizerwirkung von R-VRP zu untersuchen
·  die Bedeutung der Proteinbindung für die in vivo-Aktivität von Zytostatika und
Chemosensitizern zu analysieren2.  MATERIAL
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2. Material
2.1. Zellinien
Es wurde die Zellinie HL-60 (human leukemic-60) und HL-60-Vinc (human
leukemic-60-vincristine resistant) von Melvin S. Center, Kansas State University,
Manhatten, Kansas, USA verwendet. Die HL-60 Zellen wurden aus dem Blut einer
Patientin mit promyelozytischer Leukämie isoliert (Collins et al. 1978). Sie sind in
ihrer Entwicklung aus einer pluripotenten Stammzelle des Knochenmarks auf der
Stufe der Promyelozyten blockiert (Collins et al. 1979). Die HL-60-Vinc wurde auf
Grund ihrer Resistenz gegen Vincristin isoliert (Marquardt et al. 1990; McGrath &
Center 1988, McGrath et al. 1989).
Die Zellinien unterschieden sich durch ihren P-gp-Anteil. Er lag in der Zellinie HL-60
bei 0.34% der Zellen und in der HL-60-Vinc bei 55.18%, ermittelt mit Hilfe des
intrazellulär bindenden MAS-506-Antikörpers (Keese 1995). Eine partielle Umkehr
des Resistenzverhaltens der HL-60-Vinc wurde erst nach etwa 6 Monaten beobachtet,
während denen die Zellen ohne Zugabe des Pharmakons kultiviert wurden (McGrath
& Center 1988).
2.2. Probanden
Von sechs gesunden Probanden wurde aus dem Blut Serum gewonnen und/oder
Lymphozyten isoliert (Tab. 3). Im Normbereich liegende Gesamtprotein-
konzentrationen (55-80 g/l; Fauci et al. 1998), Humanalbumin (HA) Konzentrationen
(35-55 g/l; Fauci et al. 1998), und AGP Konzentrationen (0.4-0.8 mg/ml; Kremer et al.
1988) im Serum, sowie der P-gp-Expression der Lymphozyten (<30%; Nüssler et al.
1994) wurden angenommen.
Proband Geschlecht Alter Serum Lymphozyten
1 weiblich 23 X X
2 männlich 26 X X
3 weiblich 24 X X
4 männlich 24 X -
5 männlich 27 X X
6 weiblich 25 X X
Tab. 3: Probanden für die Gewinnung von Humanserum und Lymphozyten.
Das Serum der Probanden 1-4 wurde für den Proteinbindungsversuch 4.1.3.
verwendet. Desweiteren wurde das Serum von Proband 3 als Inkubationsmedium für
die Versuche 4.2.1. - 4.2.6. mit den Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc benutzt.
Die Lymphozyten des Probanden 5 wurden für den Versuch 4.3.1., die der Probanden
1, 2, 3 und 6 für den Versuch 4.3.2. verwendet. Als Inkubationsmedium wurde das HS
des jeweiligen Probanden benutzt.2.  MATERIAL
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2.3. Chemikalien
2.3.1. Pharmaka
a1-Glykoprotein sauer, aus Humanplasma, Mr~45000 Fluka, Neu-Ulm, BRD
Albumin, human, prepared from fraction V albumin Sigma, St. Louis, USA
Aqua ad iniectabilia B. Braun, Melsungen, BRD
Dex-Verapamil-HCl, MW 491.08 Knoll AG, Ludwigshafen, BRD
Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS),  GibcoBRL, Paisley, Schottland
without calcium chloride and magnesium chloride
Ethanol absolut Riedel de Haen, Seelze, BRD
Fetal Bovine Serum Bio Whittaker, Verviers, Belgien
Ficoll-Paque, Research Grade Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Idarubicin, lot 321, MW 533.96 Pharmacia, Milan, Italien
L-Glutamine, 200 mM Sigma, St. Louis, USA
Penicillin 5000 U/ml; Streptomycin 5000 µg/ml Bio Whittaker, Verviers, Belgien
RPMI 1640, medium with L-Glutamine GibcoBRL, Paisley, Schottland
Salzsäure c(HCl)= 2 mol/l (2N) Merck, Darmstadt, BRD
Trypan blue solution (0,4%) Sigma, Irvine, England
2.3.2. Stammlösungen
Idarubicin Idarubicin wurde freundlicherweise von Pharmacia &
Upjohn, Erlangen, BRD zur Verfügung gestellt. Aus der
pulvrigen Form des IDA wurde eine Stammlösung durch
Lösung in PBS hergestellt. Diese Stammlösung wurde
portioniert, bei -20°C im Dunkeln gelagert und bei Bedarf
aufgetaut (Mindermann et al. 1994, Müller et al. 1992).
R-Verapamil R-VRP wurde dankenswerterweise von der Knoll AG,
Ludwigshafen, BRD bereitgestellt. R-VRP-HCl wurde in
PBS gelöst und im entsprechenden Inkubationsmedium auf
die verwendete Konzentration verdünnt (Produkt-
information Knoll AG).
AGP AGP wurde in dem entsprechenden Inkubationsmedium
gelöst und verdünnt.2.  MATERIAL
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2.3.3. Inkubationsmedien
100% PBS
100% RPMI
15% FCS/PBS Das Medium PBS mit einem 15% -igen FCS Anteil.
15% FCS/RPMI Das Medium RPMI mit einem 15% -igen FCS Anteil.
15% HS/PBS Das Medium PBS mit einem 15% -igen HS Anteil.
15% HS/RPMI Das Medium RPMI mit einem 15% -igen HS Anteil.
100% FCS
100% HS
4 g/dl HA/PBS Das Medium PBS mit einem Anteil von 4 g Humanalbumin pro dl.
2.4. Verbrauchsmaterialien
Diachema Dialysemembranen, Membranentyp 10.14, Dianorm, München, BRD
Dicke 25.0 +/- 1.0 µm, MW cutoff 5000, Æ 63 mm
Eppendorf Combitip (5 ml, 12.5 ml) Eppendorf, Hamburg, BRD
Eppendorf Reaktionsgefäße 3810 (1,5 ml) Eppendorf, Hamburg, BRD
Mikrotiterplatten, 96 Vertiefungen, mit Deckel, steril Sarstedt, Nürnbrecht, BRD
Minis 2000 (6 ml) Zinsser Analytic, Ffm, BRD
Monovette Z (9 ml), zur Serumgewinnung Sarstedt, Nürnbrecht, BRD
Nunc Cryo Tubes (4.5 ml) Intermed Nunc, Roskilde, Dänemark
Pipettenspitzen (gelb und blau) Sarstedt, Nürnbrecht, BRD
Pipettenspitzen (gelb und blau), steril Eppendorf, Hamburg, BRD
Polystyrol Einmalpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml) Sarstedt, Nürnbrecht, BRD
Röhrchen (5 ml, 13,5 ml, 50 ml), steril Sarstedt, Nürnbrecht, BRD
Röhrchen mit konischem Boden (4.5 ml) Sarstedt, Nürnbrecht, BRD
Röhren Tubes (4 ml) Sarstedt, Nürnbrecht, BRD
S-Monovette KE (2.7 ml), mit 1.6 mg EDTA/ml Blut Sarstedt, Nürnbrecht, BRD
Zellkulturflaschen Nuncleon delta (50 ml, 260 ml) Intermed Nunc, Roskilde, Dänemark
Zytostatika-Schutzhandschuhe Berner, Elmshorn, BRD
2.5. Geräte
Arbeitsbank, MDH Intermed Biohazard Nunc, Wiesbaden, BRD
Bransonic, Ultrasonic cleaner, Model B 2200 E1 Branson, Shelton, CT, USA
Dispenser Multipette 4780 Eppendorf, Hamburg, BRD
Eppendorf Centrifuge 5403 Eppendorf, Hamburg, BRD
Eppendorf Probenrüttler 5432 Eppendorf, Hamburg, BRD
Eppendorf Pipette (2-20µl, 10-100µl; 100-1000µl) Eppendorf, Hamburg, BRD2.  MATERIAL
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Eppendorf Unipette (100 µl, 1000 µl) Eppendorf, Hamburg, BRD
Gleichgewichts-Dialyse-System Dianorm Diachema AG, Zürich, Schweiz
Haemacytometer Deckgläser Knittel Gläser, Braunschweig, BRD
Küvetten, Quarzglas, Schichtdicke 1 cm, min. 0.4 ml Hellma, Müllheim/Baden BRD
Mikroskop, Axiovert 10 Zeiss, Oberkochen, BRD
pH meter, Modell 420 A Orion, Boston, USA
QUEUE Zellkulturinkubator Modell 2711 Nunc, Wiesbaden, BRD
Spektrophotofluorometer Aminco-Bowman (Ratio II), American Instrument Company, Silver
ausgestattet mit Xenon Lampe und Power Supply Spring, USA
Waage, Sartorius 2002 MP1 Sartorius, Göttingen, BRD
Wasserbad Dialyse Ultra Thermostat K5 Colora Meßtechnik, Lorch, BRD
Wasserbad Köttermann, Hänsingen, BRD
Zählkammer nach Neubauer W. Schreck, Hofheim/Ts., BRD
Zentrifuge, Sepatech Cryofuge 6000 Heraeus, Hanau, BRD3.  METHODEN
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3. Methoden
3.1. Grundtechniken
3.1.1. Zellkultur
Die Zellinien wurden in einem Kulturmedium aus 1% Penicillin/Streptomycin,
1% Glutamin, 15% FCS und RPMI 1640 gehalten und bei 37
°C in befeuchteter Luft
mit 5% CO2 inkubiert. Die Zellen erhielten jeden 2.-3. Tag neues Nährmedium. Alle
2 Wochen wurden sie abzentrifugiert und verdünnt in frischem Medium resuspendiert.
Die Viabilität der verwendeten Zellen betrug immer über 95%, ermittelt mit der
Trypanblaufärbung.
3.1.2. Serumgewinnung
Das Blut der Probanden wurde eine Stunde nach der Abnahme in einer Monovette Z
bei 3000 Upm für 10 Minuten zentrifugiert (Anleitung des Zentrallabors; Uniklinik
Frankfurt, BRD) und der Überstand, das Serum, abpipettiert. Zur
Komplementinaktivierung wurde das Serum eine Stunde im Wasserbad bei 56
°C
erhitzt (Lindl und Bauer 1994). Die Seren wurden bei -20
°C bis zum Gebrauch
gelagert (Lindl und Bauer 1994).
3.1.3. Lymphozytenisolierung
Die mononukleären Zellen wurden aus heparinisiertem, venösem Blut von gesunden
Probanden gewonnen. Zur Isolierung der Lymphozyten wurde 15 ml Ficoll
(Lymphozytentrennmedium) in ein Zentrifugenröhrchen gegeben und insgesamt 20 ml
Blut und PBS, im Verhältnis 1:1, auf das Trennmedium geschichtet. Nach
Zentrifugation bei 1670 Upm für 20 Minuten wurden die Lymphozyten abpipettiert
und dreimal mit PBS gewaschen (Anleitung des hämatologischen Labors, Uniklinik
Frankfurt, BRD). Nach Resuspension im Inkubationsmedium wurde die Viabilität
bestimmt (immer über 95%), die Zellzahl eingestellt, und die Zellen sofort für weitere
Versuche verwendet.
3.1.4. Trypanblaufärbung
Zur Vitalitätsprüfung der Zellen wurde der Trypanblautest angewandt. Trypanblau ist
ein saurer Farbstoff, der sich sehr leicht an Proteine binden kann. Tote Zellen nehmen
den Farbstoff auf, während vitale Zellen ungefärbt bleiben (Lindl und Bauer 1994).3.  METHODEN
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10 µl einer Zellsuspension wurden mit 190 µl der Trypanblaulösung für 2 min
inkubiert, gut durchmischt und anschließend in einer Neubauer Zählkammer
ausgezählt. Der prozentuale Anteil der vitalen Zellen wurde folgendermaßen
bestimmt:
% lebende Zellen = ungefärbte Zellen / (ungefärbte Zellen + gefärbte Zellen) * 100
3.2. Bestimmung der Idarubicin Konzentration
3.2.1. Fluoreszenz/Emissionsspektrum
Fluoreszenz ist die emittierte Energie eines Moleküls, die durch absorbierte
Lichtenergie erregt wird. Beide Wellenlängen (Exzitation und Emission) sind relativ
spezifisch für eine Substanz und können für qualitative Analysen verwendet werden.
Die Intensität der Fluoreszenz ist direkt proportional zu der Konzentration der
fluoreszierenden Substanz, wenn andere Faktoren konstant gehalten werden. Die
Messung der relativen Intensität kann für quantitative Analysen verwendet werden
(Aminco-Bowman: Bedienungsanleitung).
Strahlungsquelle          Detektor
     Exzitation Emission
       Probe
Abb. 6: Schematischer Aufbau der Meßanordnung.
IDA wird mit einer Exzitationswellenlänge von 480 nm spezifisch erregt (Gieseler
et al. 1994). Zur Ermittlung der zugehörigen Emissionswellenlänge wurde für jede
Meßlösung (Medium mit der fluoreszierenden Substanz), bzw. Referenzlösung
(Medium ohne die fluoreszierende Substanz) ein Emissionswellenlängenspektrum
(l = 560-590 nm) von IDA (c = 1000 ng/ml) aufgestellt und die dazugehörige
Fluoreszenz (Extinktion) gemessen. Von den erhaltenen Extinktionswerten für die
Meßlösung wurde jeweils der Referenzwert abgezogen. Dieser Wert wurde gegen die
Emissionswellenlänge aufgetragen und lmax (Extinktionsmaximum bei einer
bestimmten Emissionswellenlänge) ermittelt (Anhang Tab. 2).
Im Spektrophotofluorometer Aminco-Bowman wurde für IDA bei einer
Exzitationswellenlänge von 480 nm in den weiter verwendeten Meßlösungen eine
optimale Emissionswellenlänge von 570 nm gefunden.3.  METHODEN
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Die Sensitivität der photometrischen Bestimmung der IDA Konzentration ist jedoch
vor allem in den niedrigen Konzentrationsbereichen, z.B. durch hohe Extinktionswerte
der Referenzproben, eingeschränkt. Eine exakte Analyse dieser IDA Konzentration
könnte mit Hilfe der Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) durchgeführt
werden, die nicht zur Verfügung stand.
3.2.2. Eichkurve
Für jeden Versuch wurde eine Eichkurve mit bekannten IDA Konzentrationen
(0-5000 ng/ml) in dem jeweils verwendeten Medium erstellt. Die Extinktionswerte der
Vergleichslösungen (Medium mit bekannten IDA Konzentrationen) wurden nach
Abzug der Referenzwerte gegen die bekannten IDA Konzentrationen aufgetragen, und
verhielten sich proportional (linear) zueinander.
Nach Ermittlung der Steigung der Eichgerade können unbekannte IDA
Konzentrationen durch Messung der Extinktion bestimmt werden:
y = m * x + b (mit b=0, b=y-Achsenabschnitt, m=Steigung, (x/y)=Wertepaar)
c = E / m (c = IDA Konzentration, E = Extinktion, m = Steigung der Eichkurve)
3.2.3. Bestimmung der Meßgenauigkeit
Die Beurteilung der Meßgenauigkeit erfolgte durch fünfmalige Messung einer Probe.
Der relative Variationskoeffizient lag in den verschiedenen Inkubationsmedien
zwischen 0.051% und 0.385%. Damit kann von einer hinreichenden Meßgenauigkeit
ausgegangen werden (Anhang Tab. 3).
3.2.4. Inkubationsmaterial
Für die Versuche wurde ein geeignetes Inkubationsmaterial benötigt, da IDA zum Teil
ein starkes Anheftverhalten an Plastikmaterialien zeigt. IDA wurde in verschiedenen
Gefäßen in H2O mit und ohne 15% FCS für eine Stunde inkubiert und anschließend
wurde die Extinktion gemessen (Anhang Tab. 4). Als geeignetes Inkubationsmaterial
erwiesen sich Eppendorfcups.3.  METHODEN
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3.3. Gleichgewichtsdialyse
Verschiedene Techniken wie Gleichgewichtsdialyse, Ultrazentrifugation, Gelfiltration,
Ultrafiltration und Elektrophorese können die Serumproteinbindung von Pharmaka
bestimmen. Die Gleichgewichtsdialyse ist die am häufigsten angewendete Methode
und scheint den in vivo Bindungsverhältnissen am nächsten zu kommen (Kurz et al.
1977). Mit Hilfe der Gleichgewichtsdialyse wurde die Proteinbindung von IDA in
verschiedenen Medien untersucht. Das Prinzip beruht auf der Trennung einer
hochmolekularen Verbindung (Proteinkompartment) durch eine semipermeable
Membran von dem Liganden in einer niedermolekularen Verbindung
(Pufferkompartment). 15% FCS/PBS, 4 g/dl HA/PBS und 100% HS wurden als
hochmolekulares, bzw. Proteinkompartment und IDA (c = 100-5000 ng/ml) in PBS als
Ligand im Pufferkompartment verwendet. Der Ligand kann im Gegensatz zu den
Proteinen frei diffundieren und verteilt sich entsprechend dem
Konzentrationsgradienten. Nach Erreichen des Diffusionsgleichgewichts ist die
Aktivität des freien Liganden auf beiden Seiten gleich groß und kann annähernd der
Konzentration gleichgesetzt werden. Diese Diffusion ist abhängig von
Membranfläche, Konzentrationsgradienten und Diffusionskoeffizienten (Temperatur
und Art des Liganden) (1. Fick’sches Gesetz) (Dianorm: Anleitung für
Bindungsstudien). Desweiteren wurde der Einfluß des Chemosensitizers R-VRP
(10 µl/ml) und des Akut-Phase-Proteins AGP (2 mg/ml) auf die Proteinbindung von
IDA durch Zugabe zum Proteinkompartment untersucht.
Abb. 7:Schematische Abbildung des Zellenblocks der Gleichgewichtsdialyse.
Der Zellenblock besteht aus fünf Dialysierkammern mit Kompartment A (1) und Kompartment B (2),
Dialysemembran (3), Federpressadaptern (4) und Haltevorrichtung (5). Das Volumen jeder Zellhälfte
beträgt 1 ml.
Versuchsdurchführung
In dem verwendeten Dialyse System können jeweils 20 Dialyse Experimente parallel
durchgeführt werden. Teflon-Dialysezellen wurden durch eine semipermeable
Zellulosemembran in zwei Zellhälften getrennt. Durch Vorwaschen mit destilliertem
Wasser (15 min), einlegen in 25-30% -igem Ethanol (10 min), auswaschen mit
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destilliertem Wasser im Durchfluß (20 min) und schließlich sättigen der Membran in
mindestens einmal erneuertem PBS (15 min), wurden die Membranen vor der
Benutzung von möglichen Verunreinigungen gesäubert (Dianorm: Anleitung für
Bindungsstudien). Die Lösungen der hochmolekularen Verbindung, sowie R-VRP und
AGP, wurden in die eine Zellhälfte (Kompartment A), die des Liganden und PBS in
die andere (Kompartment B) pipettiert. Die Zellen wurden insgesamt mit einem
Volumen von 700 µl pro Halbzelle gefüllt. Im Wasserbad bei 37
°C rotierten die Zellen
bei konstanter Geschwindigkeit mit 6 Upm für vier Stunden. Dadurch konnte ein
zufriedenstellender Mischeffekt der Dialysierlösungen und ein Diffusions-
gleichgewicht erreicht werden (Anhang Tab. 5).
Bei jedem Versuch wurden desweiteren zwei Ansätze für die Referenzwert-
bestimmung pro verwendetem Medium (gleiche Bedingungen, aber ohne IDA) und ein
Kontrollansatz für die Überprüfung des Diffusionsgleichgewichts (gleiches Medium in
Kompartment A und B, mit IDA) dialysiert.
Analyse der Proteinbindung
Zur Ermittlung der Proteinbindung wurde der Mittelwert der Referenzwerte von den
gemessenen Extinktionen abgezogen und mit Hilfe der Eichkurve die IDA
Konzentration in beiden Kompartments bestimmt. Der prozentuale Anteil des
proteingebundenen IDA wurde aus den Konzentrationen von Kompartment A und B
berechnet und als mittlere Bindung mit Standardabweichung angegeben.
Bindung (%)=[(c (Kompartment A)-c (Kompartment B))/c (Kompartment A)]*100
Bei der Gleichgewichtsdialyse müssen allerdings zahlreiche Faktoren berücksichtigt
werden, die eine Wirkung auf die Proteinbindung haben können.
Volumenverschiebungen, Pharmaka Konzentrationen, Puffer Zusammensetzungen,
Inkubationszeiten, Inkubationstemperaturen, Quantität und Art der Proteine, Puffer
pH, Antikoagulantien, andere Pharmaka, und Metaboliten der Pharmaka können das
Ausmaß der Proteinbindung beeinflussen (Lee et al. 1995).
Für die Versuche mit der Gleichgewichtsdialyse war als Fehlerquelle vor allem die
IDA Adsorption an der Dialysemembran und der Teflonzelle in Betracht zu ziehen.
Die Adsorption war abhängig von der IDA Konzentration und dem
Proteinkompartment. Dieser Fehler konnte allerdings durch Bestimmung der
Idarubicin Konzentration in beiden Kompartments korrigiert werden (Eksborg et al.
1982). Die Ausgangskonzentrationen des Liganden wurde entsprechend dem
Adsorptionsverlust korrigiert. Der prozentuale Anteil der IDA Adsorption wurde im
Anhang Tab. 6-8 angegeben.
korrigierte Ausgangskonzentration = c (Kompartment A)+c (Kompartment B)
IDA Adsorption (%)=(1-(korrigierte Ausgangskonzentration / ursprüngliche Ausgangskonzentration))*1003.  METHODEN
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Als weiterer Nachteil der Methode ist der unterschiedliche Proteinanteil in den beiden
Kompartments zu erwähnen. Durch das Gefälle des osmotischen Drucks fand
hierdurch eine Volumenverschiebung statt. Hierfür besteht keine Korrektur-
möglichkeit, jedoch kann der Fehler als gering betrachtet werden, da leichte
Variationen im Proteingehalt, wie die durch die Volumenverschiebung beobachteten,
keine großen Auswirkungen auf die Proteinbindung haben (Pacifi & Viani 1992).
3.4. Akkumulations- und Retentionsstudien
Zum Nachweis einer Zytostatika-Resistenz bei Zellinien können verschiedene
Testverfahren, wie der Zellzahl-Test, der MTT-Test oder der Nukleotid
Inkorporations-Test eingesetzt werden. Multidrug-resistente Zellen zeichnen sich
gegenüber sensiblen jedoch vor allem durch eine geringere Aufnahme von Zytostatika
aus, so daß Akkumulationsexperimente eine weitere sinnvolle Methode zur
Evaluierung der MDR darstellen.
Versuchsdurchführung
In den Akkumulationsstudien wurde die Aufnahme von IDA in die Zellinien HL-60
und HL-60-Vinc in Abhängigkeit von der Inkubationszeit, dem Inkubationsmedium
und der IDA Konzentration untersucht. Desweiteren wurde der Einfluß des
Chemosensitizers R-VRP und des Akut-Phase-Proteins AGP auf die IDA
Akkumulation bestimmt.
Die Zellen wurden aus dem Kulturmedium abzentrifugiert und in dem jeweils
verwendeten Inkubationsmedium (100% PBS, 15% FCS/RPMI und 100% HS) in einer
Konzentration von 4*10
6 Zellen pro ml resuspendiert. Jeweils 250 µl dieser
Suspension wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von IDA (0-5 µg/ml;
0-9,35 µM) in einem Gesamtvolumen von 400 µl bei 37°C unterschiedlich lange
(0-3h) inkubiert. Die Versuchsbedingungen wurden durch die Zugabe von R-VRP
(0-100 µg/ml; 0-203.6 µM) oder AGP (0-2 mg/ml) variiert. In Versuch 4.2.2. wurden
als Inkubationsmedien zusätzlich 100% RPMI, 15% FCS/PBS, 15% HS/RPMI,
15% HS/PBS und 100% FCS untersucht.
In den Retentionsstudien wurde der Efflux von IDA aus den Zellinien HL-60 und
HL-60-Vinc, sowie der Einfluß der Inkubationsmedien und des Chemosensitizers
R-VRP gezeigt.
In der Akkumulationsphase wurden die Zellen (10
6) mit IDA (1 µg/ml; 1.87 µM), mit
oder ohne R-VRP (10 µg/ml; 20.36 µM), bei 37°C in einem Gesamtvolumen von
400 µl vorinkubiert. Nach einer Stunde wurden sie zweimal mit PBS gewaschen und
für die Retentionsphase in frischen Medium oder frischem Medium mit R-VRP
(10 µg/ml; 20.36 µM) resuspendiert. Nach 0, 1, 2, 3, 4 und 5 Stunden wurden jeweils3.  METHODEN
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zwei Ansätze zur Bestimmung der intrazellulären IDA Konzentration entnommen. Die
Studien wurden in den Inkubationsmedien 15% FCS/RPMI, 100% PBS und 100% HS
durchgeführt.
In den Lymphozyten der Probanden wurde ebenfalls die IDA Aufnahme in
Abhängigkeit von der Inkubationszeit und dem Inkubationsmedium, sowie der Einfluß
von R-VRP und AGP ermittelt. Die Inkubationen unterschieden sich nicht von den
Versuchen mit den Zellinien.
Analyse des intrazellulären Idarubicin Gehaltes
Die IDA Aufnahme, bzw. der Efflux, wurde durch die Zugabe von eiskaltem PBS
abgebrochen. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und das Pellet bei -20
°C
gelagert (Tidefelt et al. 1991). Durch das Tiefgefrieren der Pellets ergaben sich keine
Unterschiede in den Meßergebnissen der IDA Konzentration (Tidefelt et al. 1991).
Zur Bestimmung der IDA Konzentration wurden die Zellen aufgetaut. Die Lyse der
Zellen wurde durch eine Ultraschallbehandlung bei 50 W für 20 s (Tidefelt et al.
1991), sowie der anschließenden Zugabe von 200 µl 0,4 N HCl/Isopropanol erzielt
(Gieseler et al. 1994). Nach einer Stunde wurden die Ansätze dann mit 300 µl H2O auf
ein Volumen von 500 µl aufgefüllt, gut durchmischt und die IDA Extinktion im
Fluoreszenzspektrometer gemessen. Die ermittelte IDA Konzentration wurde in
ng/10
6 Zellen angegeben.
Als Referenzwerte, bzw. Negativkontrolle, dienten jeweils drei Leeransätze, deren
Behandlung bis auf die Inkubation mit IDA identisch waren.
3.5. Statistik
Die statistischen Berechnungen wurden unter Verwendung der Statistikprogramme
BIAS (Version 6.00, 1993, epsilon-Verlag, Hochheim Darmstadt; Dr. H. Ackermann,
Klinikum der Universität, Abteilung Biomathematik, Theodor-Stern-Kai 7, 60550
Frankfurt am Main, BRD), Systat (Version 5.03, 1991, Systat incorporated, Intelligent
Software, Evanston, Illinois, USA) und PlotIT for Windows (Version 3.02, 1993;
Scientific Programming Enterprises, Haslett, Michigan, USA) durchgeführt.
Vorversuch
Zur Beurteilung der Meßgenauigkeit wurde in dem Vorversuch 3.2.3. der relative
Variationskoeffizient (Vr) bestimmt. Vr ist ein zu Vergleichszwecken verwendetes
Variabilitätsmaß für zumindest angenähert normalverteilte Beobachtungen, er kann
Werte zwischen 0% und 100% annehmen (Sachs 1992).3.  METHODEN
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Gleichgewichtsdialyse
In den Versuchen mit der Gleichgewichtsdialyse wurde die Proteinbindung als
Mittelwert (Median) mit Standardabweichung (SD) angegeben.
Bei jeder Versuchsreihe wurden mit Hilfe der Korrelationsanalyse (Pearson
Korrelation) die stochastischen Zusammenhänge zwischen der IDA Konzentration und
der Proteinbindung untersucht. Die Maßzahl für die Stärke und Richtung eines
linearen Zusammenhanges ist der Korrelationskoeffizient r. Er kann Werte zwischen
-1 und +1 annehmen. Ist r=0, so besteht kein linearer Zusammenhang zwischen beiden
Merkmalen; ist r=±1, so findet sich ein funktionaler Zusammenhang, alle Punkte
finden sich auf einer Geraden (Sachs 1992). Lag der Korrelationskoeffizient in unserer
Versuchsreihe >0.95, wurde die Proteinbindung als konzentrationsabhängig betrachtet
(Ackermann, persönlicher Kontakt, 1996).
Desweiteren wurde anhand der Regressionsanalyse (Pearson Regression) für jede
Versuchsreihe eine Regressionsgleichung angepaßt. Durch den Vergleich der
Regressionskoeffizienten, bzw. -geraden konnten zwei Bindungsgeraden auf ihren
statistischen Unterschied geprüft werden. Das Modul verglich per Ho-Prüfung die
Steigungen und die Achsenabschnitte. Die Geraden unterschieden sich bei p<0.05
signifikant (Ackermann 1998).
Werte, die außerhalb der 4-fachen Standardabweichung lagen, wurden nicht in den
Mittelwert der Proteinbindung einberechnet, jedoch in der Graphik mit eingezeichnet
(Linder & Berchtold 1982).
Akkumulations- und Retentionsstudien
Die Ergebnisse der Akkumulations- und Retentionsstudien wurden mit Hilfe von
Mittelwerten und der Varianzanalyse (ANOVA) untersucht. Die Varianzanalyse
ermöglicht den Vergleich von Mittelwerten zweier unabhängiger Stichproben aus
normalverteilten Grundgesamtheiten, denn sie gestattet, den Unterschied mehrerer
Stichprobenmittelwerte gleichzeitig auf Signifikanz zu prüfen und damit den Einfluß
eines qualitativen Merkmals auf ein quantitatives oder meßbares Merkmal zu
untersuchen (Storm 1995). P-Werte <0.05 wurden als signifikant angesehen.
In Versuch 4.2.3. wurde der Zusammenhang zwischen der IDA Konzentration und der
IDA Aufnahme in die Zellen mit Hilfe der Korrelationsanalyse untersucht (Pearson
Korrelation) und eine Regressionsgerade erstellt.4.  ERGEBNISSE
24
4. Ergebnisse
4.1. Gleichgewichtsdialyse
4.1.1. Proteinbindung von Idarubicin an 15% FCS/PBS
Mit Hilfe der Gleichgewichtsdialyse wurde die Proteinbindung von IDA an
15% FCS/PBS bestimmt (Abb. 8, Anhang Tab. 6). Sie war unter allen
Versuchsbedingungen konzentrationsunabhängig (r(-)R-VRP=0.133; r(+)R-VRP=0.140;
rAGP(-)R-VRP=-0.600; rAGP(+)R-VRP=0.251), d.h. bei unterschiedlichen IDA
Konzentrationen war ein immer gleicher Prozentsatz proteingebunden.
Abb. 8: Proteinbindung von Idarubicin an 15% FCS/PBS in An- (+) und Abwesenheit (-) von
10 µg/ml R-Verapamil und 2 mg/ml a1-saures-Glykoprotein (AGP), ermittelt nach vier Stunden
Dialysierzeit. FCS fetales Kälberserum.
In 15% FCS/PBS betrug die mittlere Proteinbindung von IDA 41.2%, damit lag ein
großer Anteil ungebunden vor. Die Zugabe des Chemosensitizers R-VRP (10 µg/ml)
erniedrigte die Bindung auf 36.3%, das heißt es fand eine statistisch signifikante
Verdrängung von 4.9% statt (p=0.005).
Die Zugabe des Akut-Phase-Proteins AGP (2 mg/ml), einem bei Tumorpatienten
erhöhten Bindungsprotein für basische Substanzen, erhöhte die Bindung von IDA an
15% FCS/PBS um 4.3% auf 45.5% (p=0.046). R-VRP (10 µg/ml) verdrängte IDA um
6.5% aus dieser Bindung auf 39.0% (p=0.022).
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4.1.2. Proteinbindung von Idarubicin an 4 g/dl Humanalbumin/PBS
Die Proteinbindung von IDA an physiologische Konzentrationen von 4 g/dl HA/PBS,
einem Plasmaeiweißkörper, wurde bestimmt (Abb. 9, Anhang Tab. 7). Sie war unter
allen Versuchsbedingungen konzentrationsunabhängig (r(-)R-VRP=0.178; r(+)R-VRP=
-0.152; rAGP(-)R-VRP=-0.581; rAGP(+)R-VRP=-0.153) und lag damit im Bereich der
unspezifischen Sättigung.
Abb. 9: Proteinbindung von Idarubicin an 4 g/dl Humanalbumin/PBS in An- (+) und
Abwesenheit  (-) von 10 µg/ml R-Verapamil und 2 mg/ml a1-saures-Glykoprotein (AGP), ermittelt
nach vier Stunden Dialysierzeit. PBS Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlösung.
4 g/dl HA/PBS ist mit einer Bindung von 85.4% ein wichtiges Bindungsprotein für
IDA. (Der Bindungswert von 52% bei einer IDA Konzentration von 635 ng/ml wurde
nicht in die mittlere Bindung eingerechnet, da er außerhalb der 4-fachen
Standardabweichung lag. In der Abb. 9 wurde der Wert der Vollständigkeit wegen
eingezeichnet.) Die Zugabe von 10 µg/ml R-VRP ergab für IDA eine statistisch nicht
signifikante Verdrängung  von 0.6% aus der Bindung an HA (p=0.750).
Desweiteren zeigte sich, daß AGP, in pathologischen Konzentrationen von 2 mg/ml,
die IDA Bindung um 3.4% auf 88.8±2.1% erhöhen konnte (p=0.022). R-VRP konnte
in Serumkonzentrationen von 10 µg/ml keine signifikante Verdrängung aus der
Proteinbindung erzielen, sie betrug 1.3% mit einer Gesamtbindung von 87.5%
(p=0.323).
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4.1.3. Proteinbindung von Idarubicin an 100% Humanserum
Um die Bindungsdaten in den künstlichen hergestellten Medien mit in vivo ähnlichen
Bedingungen vergleichen zu können, wurde die IDA Bindung an HS von vier
gesunden Probanden untersucht (Abb. 10, Anhang Tab. 8), sie war unter allen
Versuchsbedingungen konzentrationsunabhängig (rP1-4=0.229; rP3(+)R-VRP=-0.660;
rP4(+)R-VRP=0.476; rP4AGP(-)R-VRP=0.510; rP4AGP(+)R-VRP=-403).
Abb. 10: Proteinbindung von Idarubicin an 100% Humanserum von Proband (P) 1-4 und an
100% Humanserum von Proband 3+4 in An- (+) und Abwesenheit (-) von 10 µg/ml R-Verapamil
(R-VRP) und 2 mg/ml a1-saures Glykoprotein (AGP), ermittelt nach vier Stunden Dialysierzeit.
Für das HS der Probanden 1-4 ergab sich als mittlere IDA Bindung 92.4% (P1 89.2%,
P2 89.4%, P3 95.8%, P4 93.1%). Bei Proband 3 und 4 wurde desweiteren die
Verdrängung von IDA aus der Bindung an die Plasmaeiweiße durch den
Chemosensitizer R-VRP bestimmt. Die prozentuale Bindung senkte sich bei Proband 3
um 0.7% auf 95.1% (p=0.173) und bei Proband 4 um 2.8% auf 90.3% (p=0.058).
Die Auswirkung des Akut-Phase-Proteins AGP (2 mg/ml) auf die Proteinbindung von
HS wurde bei Proband 4 untersucht, es zeigte sich keine signifikante Erhöhung der
Bindung von 93.1% auf 93.4% (p=0.683). Durch die Zugabe von 10 µg/ml R-VRP
ließ sich die Bindung nicht signifikant um 2.8% auf 90.6% erniedrigen (p=0.293).
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4.2. Studien mit den Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc
4.2.1. Idarubicin Akkumulation in Abhängigkeit von der Inkubationszeit
und dem Inkubationsmedium
Die Aufnahmekinetik des Anthrazyklins IDA in die Zellinien HL-60 und
HL-60-Vinc wurde über einen Inkubationszeitraum von drei Stunden untersucht
(Abb. 11, Anhang Tab. 9). Der Versuch sollte über den zeitlichen Ablauf des
Akkumulationsprozesses, als auch über die optimale Inkubationszeit für weitere
Versuche Aufschluß geben. Desweiteren sollte der Einfluß der Inkubationsmedien
15% FCS/RPMI, 100% PBS und 100% HS untersucht werden. Die IDA Konzentration
im extrazellulären Medium lag bei 1000 ng/ml. Es wurden jeweils
zwei identische Ansätze erstellt.
Abb. 11: Idarubicin Aufnahme (ng/10
6 Zellen) in die Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc in
Abhängigkeit von der Inkubationszeit (0-3h)  und dem Inkubationsmedium (15% FCS/RPMI,
100% PBS, 100% HS). Die Idarubicin Inkubationskonzentration betrug 1000 ng/ml. FCS fetales
Kälberserum, RPMI 1640 Medium, HS Humanserum, PBS Dulbecco’s phosphatgepufferte
Salzlösung.
Die Netto-Anthrazyklinaufnahme der resistenten Zellinie HL-60-Vinc betrug lediglich
ein Teil der Aufnahme der HL-60 (pFCS<0.001; pPBS<0.001; pHS<0.001). Nach
60 Minuten akkumulierte in der resistenten Zellinie in 15% FCS/RPMI nur 69%, in
PBS 72% und in HS 66% der IDA Akkumulation der sensiblen Zellinie.
Die Aufnahmekinetik verlief unter allen Versuchsbedingungen zeitabhängig. Der
größte prozentuale Anteil der intrazellulären Aufnahme, bzw. die schnellste
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Transportgeschwindigkeit fand sich in den ersten 15 Minuten und nach etwa
60 Minuten wurde ein Gleichgewicht erreicht.
In der Zellinie HL-60 fand sich nach 60 Minuten die höchste intrazelluläre IDA
Konzentration in 15% FCS/RPMI, im Vergleich war diese in PBS um 8% und in HS
um 64% erniedrigt. Die IDA Aufnahme erreichte in den ersten 15 Minuten in
15% FCS/RPMI bereits 83%, in PBS 65% und in HS 83% der Konzentration nach
60 Minuten.
In der Zellinie HL-60-Vinc wurde nach 60 Minuten in 15% FCS/RPMI die höchste
IDA Aufnahme gefunden, diese war in PBS um 5% und in HS um 66% erniedrigt. Der
IDA Transport in die Zelle fand ebenfalls vorwiegend in den ersten 15 Minuten statt
und betrug nach 60 Minuten in 15% FCS/RPMI 84%, in PBS 82% und in HS 75% des
gesamten Transportes.
Der Versuch wurde unter den gleichen Bedingungen ebenfalls mit einer IDA
Konzentration von 5000 ng/ml durchgeführt (Anhang Tab. 9). Die Akkumulation in
den Zellen steigerte sich im Vergleich zu einer Inkubationskonzentration von
1000 ng/ml um etwa das 4-fache. Die Aufnahmekinetik verlief zeitabhängig. Der
größte prozentuale Anteil wurde ebenfalls in den ersten Minuten aufgenommen, es
fanden sich jedoch nach 60 Minuten noch steigende intrazelluläre Konzentrationen.
Auf Grund der Aufnahmekinetik von IDA, die bei den Zellinien und den
Lymphozyten des Probanden 5 (vergleiche Versuch 4.3.1.) beobachtet worden war,
wurde für alle weiteren Versuche eine Inkubationszeit von 60 Minuten verwendet.4.  ERGEBNISSE
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4.2.2. Idarubicin Akkumulation in Abhängigkeit von verschiedenen
Inkubationsmedien
Auf Grund des unterschiedlichen Akkumulationsverhaltens der Zellinien HL-60 und
HL-60-Vinc in Medien mit unterschiedlichen Proteinkonzentrationen wurden
verschiedene Inkubationsmedien 100% RPMI, 100% PBS, 15% FCS/RPMI,
15% FCS/PBS, 15% HS/RPMI, 15% HS/PBS, 100% FCS und 100% HS miteinander
verglichen (Abb. 12, Anhang Tab. 10). Bei einer 60-minütigen Inkubationszeit betrug
die IDA Konzentration 1000 ng/ml, pro Inkubationsmedium wurden drei Ansätze
erstellt.
Abb. 12: Idarubicin Aufnahme (ng/10
6 Zellen) in die Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc in
Abhängigkeit von verschiedenen Inkubationsmedien, gemessen nach einer 60-minütigen
Inkubationszeit. Die Idarubicin Inkubationskonzentration betrug 1000 ng/ml. Mittelwert von drei
Experimenten. FCS fetales Kälberserum, RPMI 1640 Medium, HS Humanserum, PBS Dulbecco’s
phosphatgepufferte Salzlösung.
In allen Inkubationsmedien zeigte die Zellinie HL-60 eine höhere Aufnahme von IDA
als die HL-60-Vinc (p<0.001). Im Vergleich der Zellinien unterschied sich der
prozentuale Anteil der Akkumulation innerhalb der Medien und fiel in den Medien mit
hohen Proteinkonzentrationen wesentlich deutlicher aus. Er betrug maximal 48% in
100% HS und minimal 7% in 100% RPMI.
Bei der Zellinie HL-60 wurde die höchste intrazelluläre Konzentration in
15% FCS/PBS und die niedrigste in 100% HS gefunden. In den Medien mit niedrigem
Proteinanteil akkumulierte mehr IDA in den Zellen als mit hohem Proteinanteil. Alle
Medien mit RPMI erzielten eine niedrigere Akkumulation als die entsprechenden
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Medien mit PBS (p=0.006) und ebenfalls alle Medien mit HS eine niedrigere als das
entsprechende mit FCS (p<0.001).
100% HS<100% FCS<100% RPMI<15% HS/RPMI<100% PBS
<15% HS/PBS<15% FCS/RPMI<15% FCS/PBS
Im Vergleich zu 100% HS (minimale Akkumulation) erreichte 15% FCS/PBS
(maximale Akkumulation) eine 2.9-fache Steigerung der IDA Aufnahme. Die
Inkubationsmedien der weiteren Versuche 15% FCS/RPMI bzw. 100% PBS erzielten
eine 2.7-fache bzw. eine 2.4-fache Steigerung der IDA Aufnahme.
In der Zellinie HL-60-Vinc zeigte sich ebenfalls die höchste IDA Akkumulation in
dem Medium mit niedrigem Proteinanteil 15% FCS/PBS und die niedrigste in dem
Medium mit 100% Humanserum. Die Medien ohne Proteinanteil lagen wieder etwas
unterhalb der maximalen Akkumulation in 15% FCS/PBS. Wiederum erzielten alle
Medien mit RPMI eine niedrigere Akkumulation als mit PBS (p=0.034) und alle
Medien mit HS eine niedrigere als mit FCS (p<0.001).
100% HS<100% FCS<15% HS/RPMI <15% HS/PBS<100% RPMI
<100% PBS<15% FCS/RPMI<15% FCS/PBS
In 15% FCS/PBS fand sich im Vergleich zu 100% HS eine 4.9-fache Steigerung der
Akkumulation, in 15% FCS/RPMI und 100% PBS eine 4.4-, bzw. 4.2-fache
Steigerung.4.  ERGEBNISSE
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4.2.3. Idarubicin Akkumulation in Abhängigkeit von der Idarubicin
Inkubationskonzentration, der R-Verapamil Konzentration und dem
Inkubationsmedium
Die intrazelluläre IDA Aufnahme wurde in Abhängigkeit von der extrazellulären IDA
Inkubationskonzentration (0-5000 ng/ml) und dem Inkubationsmedium
(15% FCS/RPMI, 100% PBS, 100% HS) bestimmt (Abb. 13, Anhang Tab. 11). Die
Inkubationszeit betrug 60 Minuten. Es wurden jeweils zwei identische Ansätze erstellt.
Abb.13: Idarubicin Aufnahme (ng/10
6 Zellen) in die Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc in
Abhängigkeit von dessen Inkubationskonzentration (0-5 µg/ml) und dem Inkubationsmedium
(15% FCS/RPMI, 100% PBS, 100% HS). Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten. FCS fetales
Kälberserum, RPMI 1640 Medium, HS Humanserum, PBS Dulbecco’s phosphatgepufferte
Salzlösung.
Die Anthrazyklinaufnahme unterschied sich in den beiden Zellinien HL-60 und
HL-60-Vinc wiederum deutlich. Der resistente Klon akkumulierte bei einer IDA
Inkubationskonzentration von 500, 1000 und 5000 ng/ml in 15% FCS/RPMI lediglich
55%, 50% und 54% der sensiblen Zellinie (p<0.001), in PBS erreichte die
Akkumulation 54%, 73% und 54% (pPBS<0.001) und in HS 56%, 52% und 51%
(pHS<0.001) der sensiblen Zellinie.
Bei der Zellinie HL-60 wurde in allen Medien eine lineare Korrelation (rFCS=0.991,
rPBS=0.993, rHS=0.998) zwischen der extrazellulären Konzentration und der IDA
Aufnahme gezeigt, ohne daß eine Sättigung erreicht wurde. Die höchste Akkumulation
über den gesamten Konzentrationsbereich wurde in 15% FCS/RPMI gesehen. Die
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Aufnahme war dagegen in PBS bei 500, 1000 und 5000 ng/ml um 37%, 41% und 14%
(p<0.001) und in HS um 55%, 57% und 55% erniedrigt (p<0.001).
Bei der Zellinie HL-60-Vinc zeigte sich ebenfalls eine lineare IDA Akkumulation
(rFCS=0.992, rPBS=0.995, rHS=0.997) in allen Medien. Im Vergleich zu
15% FCS/RPMI, in dem die Zellen wiederum die höchste Akkumulation über den
gesamten IDA Konzentrationsbereich erreichten, zeigte sich in den Medien PBS und
HS bei einer IDA Konzentration von 500, 1000 und 5000 ng/ml eine um 38%, 12%
und 15% (p<0.001) und um 53%, 56% und 58% (p<0.001) erniedrigte Aufnahme.
Einfluß der R-Verapamil Konzentration
In diesem Versuch sollte desweiteren der Einfluß des Chemosensitizers R-VRP
(0, 5, 10 µg/ml) auf die IDA Aufnahme in den Inkubationsmedien A. 15% FCS/RPMI
(Abb. 14), B. 100% PBS (Abb. 15) und C. 100% HS (Abb. 16) untersucht werden. Die
Inkubationszeit betrug 60 Minuten und es wurden jeweils zwei Ansätze erstellt.
A. Inkubationsmedium 15% FCS/RPMI
Abb. 14: Idarubicin Aufnahme (ng/10
6 Zellen) in die Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc in
Abhängigkeit von dessen Inkubationskonzentration (0-5 µg/ml) und der R-Verapamil (R-VRP)
Konzentration (0, 5, 10 µg/ml) in 15% FCS/RPMI, gemessen nach 60-minütiger Inkubationszeit.
FCS fetales Kälberserum, RPMI 1640 Medium.
Für die Zellinie HL-60 fand sich unter allen Bedingungen eine lineare IDA
Akkumulation (r0=0.991, r5=0.999, r10=0.999). Die Zugabe von 5 bzw. 10 µg/ml
R-VRP brachte keine Zunahme der IDA Akkumulation (p5=0.954; p10=0.987).
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Für die Zellinie HL-60-Vinc fand sich wiederum eine lineare Abhängigkeit der IDA
Aufnahme von der extrazellulären Konzentration (r0=0.992, r5=0.998, r10=0.999). Bei
einer IDA Inkubationskonzentration von 500, 1000 und 5000 ng/ml erhöhte sich die
Akkumulation durch 5 µg/ml R-VRP um 25%, 38% und 26% (p5<0.001), durch
10 µg/ml R-VRP um 43%, 48% und 31% (p10<0.001).
Bei einer IDA Inkubationskonzentration von 500, 1000 und 5000 ng/ml konnte sich
durch die Zugabe von 5 µg/ml R-VRP die Differenz in der IDA Akkumulation
zwischen der HL-60 und der HL-60-Vinc von 46% auf 34%, 50% auf 29% und 46%
auf 31% erniedrigt werden. Durch die Zugabe von 10 µg/ml R-VRP erniedrigte sich
die Akkumulationsdifferenz auf 24%, 27% und 28%.
B. Inkubationsmedium 100% PBS
Abb. 15: Idarubicin Aufnahme (ng/10
6 Zellen) in die Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc in
Abhängigkeit von dessen Inkubationskonzentration (0-5 µ/ml) und der R-Verapamil (R-VRP)
Konzentration (0, 5, 10 µg/ml) in 100% PBS, gemessen nach 60-minütiger Inkubationszeit. PBS
Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlösung.
In der Zellinie HL-60 fand sich eine lineare IDA Aufnahme über den gesamten
Konzentrationsbereich (r0=0.993, r5=0.988, r10=0.994). Die Inkubation mit 5 bzw.
10 µg/ml R-VRP veränderte die IDA Aufnahme nicht (p5=0.942; p10=0.882).
In der Zellinie HL-60-Vinc wurde eine lineare IDA Akkumulation, abhängig von der
extrazellulären Konzentration, gesehen (r0=0.995, r5=0.997, r10=0.997). Durch die
Zugabe von 5 bzw. 10 µg/ml R-VRP stieg bei einer IDA Inkubationskonzentration von
500, 1000 und 5000 ng/ml die IDA Aufnahme um 22%, 11% und 30% (p5<0.001)
bzw. 49%, 15% und 39% (p10<0.001).
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Durch die Zugabe von R-VRP konnte die Akkumulation in der resistenten Zellinie der
sensiblen angenähert werden. Die Akkumulationsdifferenz bei 500, 1000 und
5000 ng/ml wurde durch 5 µg/ml von bisher 46% auf 34%, 37% auf 20% und 46% auf
29% und durch 10 µg/ml auf 19%, 16% und 24% erniedrigt werden.
C. Inkubationsmedium 100% Humanserum
Abb. 16: Idarubicin Aufnahme (ng/10
6 Zellen) in die Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc in
Abhängigkeit von dessen Inkubationskonzentration (0-5 µg/ml) und der R-Verapamil (R-VRP)
Konzentration (0, 5, 10 µg/ml) in 100% HS, gemessen nach 60-minütiger Inkubationszeit.
HS Humanserum.
In der Zellinie HL-60 wurde eine lineare Abhängigkeit der IDA Aufnahme von der
Inkubationskonzentration gesehen (r0=0.998, r5=0.999, r10=0.999). Der
Akkumulationsprozeß veränderte sich durch Zugabe von 5 bzw. 10 µg/ml R-VRP
nicht (p5=0.543; p10=0.974).
In der Zellinie HL-60-Vinc wurde wiederum eine lineare Akkumulation unter allen
Bedingungen gesehen (r0=0.997, r5=0.990, r10=0.984). Jedoch erhöhte sich die
Akkumulation durch die Zugabe von R-VRP. Bei Inkubationskonzentrationen von
500, 1000 und 5000 ng/ml IDA zeigte sich bei 5 bzw. 10 µg/ml R-VRP eine
intrazelluläre IDA Erhöhung um 32%, 24% und 8% (p5<0.001) bzw. 50%, 46% und
28% (p10<0.001).
Das Akkumulationsverhalten der beiden Zellinien konnte durch die Zugabe von
R-VRP einander angenähert werden. Bei einer IDA Inkubationskonzentration von 500,
1000 und 5000 ng/ml erniedrigte 5 µg/ml R-VRP die Akkumulationsdifferenz von
44% auf 24%, 48% auf 34% und 49% auf 47%. 10 µg/ml R-VRP senkte diese sogar
auf 22%, 25% und 34%.
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4.2.4. Idarubicin Akkumulation in Abhängigkeit von der R-Verapamil
Konzentration und dem Inkubationsmedium
Der Chemosensitizereffekt von R-VRP auf die Aufnahme von IDA in die Zellinien
HL-60 und HL-60-Vinc wurde in Konzentrationen zwischen 0-100 µg/ml untersucht
(Abb. 17, Anhang Tab. 12). Als Inkubationsmedien wurden wiederum
15% FCS/RPMI, 100% PBS und 100% HS verwendet. Die IDA
Inkubationskonzentration betrug 1000 ng/ml, bei einer Inkubationszeit von
60 Minuten. Es wurden jeweils drei identische Ansätze erstellt.
Abb. 17: Idarubicin Aufnahme (ng/10
6 Zellen) in die Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc in
Abhängigkeit von der R-Verapamil Konzentration (0-100 µg/ml) und dem Inkubationsmedium
(15% FCS/RPMI, 100% PBS, 100% HS). Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten, die Idarubicin
Inkubationskonzentration 1000 ng/ml. FCS fetales Kälberserum, RPMI 1640 Medium, HS
Humanserum,  PBS Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlösung.
Die IDA Basisakkumulation in den zwei Zellinien unterschied sich wiederum deutlich.
Die IDA Akkumulation der resistenten Zellinie betrug in 15% FCS/RPMI 50%
(p<0.001), in PBS 68% (p<0.001) und in HS 74% (p<0.001) der sensiblen.
In der Zellinie HL-60 fand sich über dem gesamten R-VRP Konzentrationsbereich die
höchste IDA Akkumulation in dem Medium 15% FCS/RPMI. In PBS war diese
Aufnahme bei 0 µg/ml R-VRP um 34% (p<0.001) und in HS um 75% (p<0.001)
erniedrigt.
Allerdings konnte in allen Inkubationsmedien keine intrazelluläre IDA
Akkumulationssteigerung durch die Zugabe von R-VRP erreicht werden, sie war also
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R-VRP konzentrationsunabhängig (rFCS=0.141; rPBS=0.238; rHS=-0.144). Selbst
toxische R-VRP Konzentrationen erhöhten die Aufnahme nicht.
In der Zellinie HL-60-Vinc zeigte sich unabhängig von der R-VRP Konzentrationen
die höchste intrazelluläre Aufnahme von IDA in 15% FCS/RPMI, gefolgt von PBS
(p<0.001) und HS (p<0.001). Gegenüber 15% FCS/RPMI nahmen die Zellen bei
R-VRP Konzentrationen von 0, 5, 10, 25, 50 und 100 µg/ml in PBS 10%, 15%, 17%,
18%, 29% und 26% (p<0.001) und in HS 63%, 68%, 66%, 65%, 61% und 61%
(p<0.001) weniger auf.
In 15% FCS/RPMI zeigte sich eine Korrelation der IDA Aufnahme mit der R-VRP
Konzentration. Die Zugabe von 5, 10, 25, 50 und 100 µg/ml R-VRP steigerte die
Basisakkumulation um 56%, 69%, 81%, 99% und 88%. Damit konnte die
Basisakkumulation der Zellinie HL-60 um bis auf 6% erreicht werden.
In PBS korrelierte die Zugabe von 5, 10, 25, 50 und 100 µg/ml R-VRP mit einer
Steigerung der Aufnahme um 46%, 55%, 64%, 57% und 55%. Die Akkumulation in
der Zellinie HL-60 wurde dabei maximal um 11% übertroffen.
In HS akkumulierten in den Zellen durch die Zugabe von 5, 10, 25, 50 und 100 µg/ml
R-VRP 35%, 59%, 71%, 115% und 103% mehr IDA, dies übertrifft die Akkumulation
in der Zellinie HL-60 um maximal 33%.
In allen Medien wurde der höchste Akkumulationsgewinn durch die Zugabe von
niedrigen R-VRP Konzentrationen erzielt. Bei 100 µg/ml R-VRP wurden wieder leicht
abnehmende intrazelluläre Konzentrationen verzeichnet.4.  ERGEBNISSE
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4.2.5. Idarubicin Akkumulation in Abhängigkeit von der a1-sauren-
Glykoprotein Konzentration, der R-Verapamil Konzentration und dem
Inkubationsmedium
In diesem Versuch wurde der Effekt des Akut-Phase-Proteins AGP (2 mg/ml), sowie
die Chemosensitizerwirkung von R-VRP (5 bzw. 10 µg/ml), auf die IDA
Akkumulation dargestellt (Abb. 18, Anhang Tab. 13). Als Inkubationsmedien wurden
15% FCS/RPMI, 100% PBS und 100% HS benutzt. Die IDA Konzentration betrug
1000 ng/ml und die Inkubationszeit 60 Minuten. Es wurden jeweils drei identische
Ansätze erstellt.
Abb. 18: Idarubicin Aufnahme (ng/10
6 Zellen) in die Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc in
Abhängigkeit von der a1-sauren-Glykoprotein  (AGP)  Konzentration (0, 2 mg/ml), der
R-Verapamil Konzentration (0, 5, 10 µg/ml) und dem Inkubationsmedium (15% FCS/RPMI,
100% PBS, 100% HS), gemessen nach 60-minütiger Inkubationszeit. Die Idarubicin
Inkubationskonzentration betrug 1000 ng/ml. Mittelwert aus drei Ansätzen. FCS fetales
Kälberserum, RPMI 1640 Medium, HS Humanserum, PBS Dulbecco’s phosphatgepufferte
Salzlösung.
In der Zellinie HL-60-Vinc zeigte sich eine Erniedrigung der IDA Akkumulation im
Verhältnis zur HL-60. In 15% FCS/RPMI, PBS und HS betrug die Basisakkumulation
der Zellinie HL-60-Vinc ohne AGP 56% (pFCS=0.001), 58% (pPBS=0.001) und 67%
(pHS=0.004) und mit AGP 60% (pFCS<0.001), 77% (pPBS=0.043) und 74%
(pHS=0.067) der HL-60.
In der Zellinie HL-60 fand sich in 15% FCS/RPMI die höchste IDA
Basisakkumulation, sie war in PBS um 23% (p=0.008) und in HS um 67% (p<0.001)
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erniedrigt. Die Zugabe des Chemosensitizers R-VRP veränderte die Akkumulation
nicht (p5;FCS=0.840; p10;FCS=0.981; p5;PBS=0.341, p10;PBS=0.481; p5;HS=0.624,
p10;HS=0.887).
Die Zugabe von AGP (2 mg/ml) veränderte jedoch das Akkumulationsverhalten von
IDA. In 15% FCS/RPMI erniedrigte sich die Aufnahme um 15% (p=0.080), in PBS
um 28% (p=0.005) und in HS um 17% (p=0.014). 5 bzw. 10 µg/ml R-VRP konnte
diese erniedrigte Aufnahme in FCS/RPMI wieder um 3% bzw. 8% (p5=0.625;
p10=0.286), in PBS um 3% bzw. 2% (p5=0.755 p10=0.869) und in HS um 2% bzw. 6%
(p5=0.851; p10=0.292) steigern, die Steigerung war jedoch nicht signifikant.
In der Zellinie HL-60-Vinc fand sich wiederum die höchste Basisakkumulation in
15% FCS/RPMI, im Vergleich war diese in PBS um 20% (p=0.038) und in HS um
61% (p<0.001) statistisch signifikant erniedrigt. Die Zugabe von 5 bzw. 10 µg/ml
R-VRP erhöhte die Akkumulation in 15% FCS/RPMI um 43% bzw. 48% (p5=0.001;
p10<0.001), in PBS um 44% bzw. 62% (p5=0.006; p10=0.001) und in HS um 56% bzw.
62% (p5=0.004; p10=0.003).
Die Basisakkumulation veränderte sich durch die Zugabe von 2 mg/ml AGP
geringfügig. In 15% FCS/RPMI sank die Aufnahme um 9% (p=0.080), in PBS um
4% (p=0.690) und in HS um 8% (p=0.594). Die Chemosensitizerwirkung von R-VRP
(5 bzw. 10 µg/ml) wurde durch AGP jedoch eingeschränkt, sie wirkte sich in
15% FCS/RPMI am deutlichsten aus. In 15% FCS/RPMI fand sich eine 6% bzw.
14% -ige (p5=0.208; p10=0.014) Steigerung der IDA Aufnahme, in PBS eine 16%,
bzw. 29% -ige (p5=0.161; p10=0.033) und in HS eine 20% bzw. 33% -ige (p5=0.228;
p10=0.076) Steigerung.4.  ERGEBNISSE
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4.2.6. Idarubicin Retention in Abhängigkeit von der Inkubationszeit, der
R-Verapamil Konzentration und dem Inkubationsmedium
In diesem Versuch wurde die IDA Retention über fünf Stunden in den Zellinien
HL-60 und HL-60-Vinc untersucht (Abb. 19, Anhang Tab. 14). In den
Inkubationsmedien 15% FCS/RPMI, 100% PBS und 100% HS wurden die Zellen mit
1000 ng/ml IDA für eine Stunde vorinkubiert, gewaschen und in frischem
Inkubationsmedium resuspendiert. In beiden Zellinien wurde die Basisakkumulation
und nach jeder weiteren Stunde die Retention in je zwei Ansätzen bestimmt.
Abb. 19: Idarubicin Retention (ng/10
6 Zellen) über fünf Stunden in den Zellinien HL-60 und
HL-60-Vinc nach einer 60-minütigen Preinkubation mit Idarubicin (1000 ng/ml) in den
Inkubationsmedien (15% FCS/RPMI, 100% PBS, 100% HS) und Transfer in Idarubicin freies
Medium zum Zeitpunkt 0. FCS fetales Kälberserum, RPMI 1640 Medium, HS Humanserum, PBS
Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlösung.
Die Netto-Anthrazyklinaufnahme der beiden Zellinien unterschieden sich nach einer
Stunde. In 15% FCS/RPMI akkumulierte die resistente Zellinie 60% (pFCS<0.001), in
PBS 63% (pPBS<0.001) und in HS 57% (pHS<0.001) des IDA der sensiblen.
In der Zellinie HL-60 fand sich nach der 60-minütigen Inkubation die höchste
intrazelluläre IDA Konzentration in 15% FCS/RPMI. Die Zellen in den
Inkubationsmedien PBS und HS akkumulierten im Vergleich 27% und 52% weniger.
Der schnellste IDA Efflux nach extrazellulär fand sich in der ersten Stunde. Durch die
Transportmechanismen nahm in dem Medium 15% FCS/RPMI die Konzentration um
20% ab. Der weitere Efflux verlief langsamer. Nach fünf Stunden betrug er 33% der
Basisakkumulation. In PBS zeigte sich ebenfalls der größte Efflux mit 16% des
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intrazellulären IDA Gehaltes in der ersten Stunde, nach fünf Stunden betrug er
insgesamt 30%. Den mit Abstand größten Efflux mit 59% in der ersten Stunde fand
sich in HS. Danach sank die IDA Konzentration nur noch geringfügig, in den
verbleibenden vier Stunden um 4% auf insgesamt 63%.
In der Zellinie HL-60-Vinc wurde in 15% FCS/RPMI nach 60 Minuten wiederum die
höchste IDA Basisakkumulation gefunden. Im Vergleich betrugen diese
Konzentrationen in PBS 22% und in HS 55% weniger.
Der IDA Efflux war in allen Medien in der ersten Stunde am größten. In
15% FCS/RPMI und PBS betrug der Efflux in der ersten Stunde 27% und 23%, nach
den fünf Stunden insgesamt 51% und 52%. Der Transport von IDA in den
Extrazellulärraum fiel in HS am größten aus. Nach einer Stunde war die intrazelluläre
Konzentration bereits um 68%, nach fünf Stunden um insgesamt 78% erniedrigt.
Einfluß der R-Verapamil Konzentration
Desweiteren wurde in den Medien A. 15% FCS/RPMI (Abb. 20), B. 100% PBS
(Abb. 21) und C. 100% HS (Abb. 22) der Einfluß des Chemosensitizers R-VRP auf
den Efflux untersucht. In der Akkumulations- und Retentionsphase wurden die
Experimente ohne (-) und mit (+) 10 µg/ml R-VRP durchgeführt.
A. Inkubationsmedium 15% FCS/RPMI
Abb. 20: Idarubicin Retention (ng/10
6 Zellen) über fünf Stunden in den Zellinien HL-60 und
HL-60-Vinc nach einer 60-minütigen Preinkubation mit Idarubicin (1000 ng/ml) in
15% FCS/RPMI und Transfer in Idarubicin freies Medium zum Zeitpunkt 0. In der
Preinkubations-  (pre) und Postinkubations- (post) Periode wurden die Experimente ohne (-) und
mit (+) 10 µg/ml R-Verapamil (R-VRP) durchgeführt. Mittelwert von zwei Experimenten. FCS
fetales Kälberserum, RPMI 1640 Medium.
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In der Zellinie HL-60 zeigte sich bei Zugabe von R-VRP weder in der
Akkumulations- noch Retentionsphase eine Veränderung der intrazellulären
Aufnahme oder des Effluxes (p-/+=0.760; p+/-=0.211, p+/+=0.719).
In der Zellinie HL-60-Vinc verlangsamte die Zugabe von R-VRP in der
Retentionsphase den Efflux. Nach einer bzw. fünf Stunden verringerte sich der
intrazelluläre IDA Gehalt um 20% bzw. 41% (p-/+=0.121).
Die Inkubation mit R-VRP in der Akkumulationsphase steigerte die
Basisakkumulation um 58%. Ohne R-VRP in der Retentionsphase zeigte sich ein
starker Efflux. Nach einer bzw. fünf Stunden betrug der Efflux 33% bzw. 53%
(p+/-<0.001). Mit R-VRP in der Akkumulations- und Retentionsphase zeigte sich
jedoch ein deutlich verlangsamter Efflux, nach einer bzw. fünf Stunden erniedrigte
sich die Ausgangskonzentration um 20% bzw. 37% (p+/+<0.001). Das Effluxverhalten
war damit über die gesamte Zeit mit dem der Zellinie HL-60 vergleichbar.
B. Inkubationsmedium 100% PBS
Abb. 21: Idarubicin Retention (ng/10
6 Zellen) über fünf Stunden in den Zellinien HL-60 und
HL-60-Vinc nach einer 60-minütigen Preinkubation mit Idarubicin (1000 ng/ml) in 100% PBS und
Transfer in Idarubicin freies Medium zum Zeitpunkt 0. In der Preinkubations- (pre) und
Postinkubations- (post) Periode wurden die Experimente ohne (-) und mit (+) 10 µg/ml
R-Verapamil (R-VRP) durchgeführt. Mittelwert von zwei Experimenten. PBS Dulbecco’s
phosphatgepufferte Salzlösung.
In der Zellinie HL-60 wurde keine Veränderung des IDA Transportes nach extrazellulär
durch die Zugabe von R-VRP in der Akkumulations- oder Retentionsphase beobachtet
(p-/+=0.509; p+/-=0.351, p+/+=0.627).
In der Zellinie HL-60-Vinc zeigte R-VRP alleine in der Retentionsphase keinen Effekt
auf den Efflux (p-/+=0.703). Der intrazelluläre Gehalt von IDA erniedrigte sich nach
einer und fünf Stunden um 16% und 46%.
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Die Zugabe von R-VRP in der Akkumulationsphase erhöhte die Basisakkumulation
um 59%. In der folgenden Retentionsphase sanken die intrazellulären Konzentrationen
in der ersten Stunde um 32% und nach fünf Stunden um 65% (p+/-<0.001). R-VRP in
der Akkumulations- und Retentionsphase bewirkte dagegen eine erhöhte Ausgangs-
konzentration als auch einen reduzierten Efflux. Die intrazelluläre Konzentration
erniedrigte sich nach einer und fünf Stunden um 24% und 45% (p+/+<0.001). Damit
waren die intrazellulären Konzentration mit denen der HL-60 vergleichbar.
C. Inkubationsmedium 100% Humanserum
Abb. 22: Idarubicin Retention (ng/10
6 Zellen) über fünf Stunden in den Zellinien HL-60 und
HL-60-Vinc nach einer 60-minütigen Preinkubation mit Idarubicin (1000 ng/ml) in 100% HS und
Transfer in Idarubicin freies Medium zum Zeitpunkt 0. In der Preinkubations- (pre) und
Postinkubations- (post) Periode wurden die Experimente ohne (-) und mit (+) 10 µg/ml
R-Verapamil  (R-VRP) durchgeführt. Mittelwert von zwei Experimenten. HS Humanserum.
Die Retention von IDA in der Zellinie HL-60 zeigte durch Zugabe von R-VRP in der
Akkumulations- und/oder Retentionsphase keine wesentliche Veränderung
(p-/+=0.710; p+/-=0.771, p+/+<0.001).
In der Zellinie HL-60-Vinc verringerte die Zugabe von R-VRP in der Retentionsphase
den Efflux. Die intrazelluläre IDA Konzentration war nach einer und fünf Stunden um
52% und 72% erniedrigt (p-/+=0.006).
Die Basisakkumulation steigerte sich wiederum nach der Zugabe von R-VRP in der
Akkumulationsphase um 51%. In der Retentionsphase zeigte sich daraufhin ein starker
Efflux der fast die Werte ohne R-VRP erreichte. Nach einer bzw. fünf Stunden betrug
der Efflux 26% bzw. 74% (p+/-<0.001). Mit R-VRP in der Retentionsphase waren die
intrazellulären Konzentrationen nach einer und fünf Stunden um 17% und 51%
erniedrigt (p+/+<0.001). Der Efflux entsprach dem der HL-60.
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4.3. Studien mit humanen Lymphozyten
4.3.1. Idarubicin Akkumulation in Abhängigkeit von der Inkubationszeit
und dem Inkubationsmedium
Die Aufnahmekinetik von IDA in Abhängigkeit von der Inkubationszeit (0-3h) wurde
bei den Lymphozyten des Probanden 5 untersucht (Abb. 23, Anhang Tab. 15). Die
IDA Inkubationskonzentration lag bei 1000 ng/ml. Als Inkubationsmedien wurden
15% FCS/RPMI, 100% PBS und 100% HS des Probanden 5 verwendet und jeweils
zwei identische Ansätze erstellt.
Abb. 23: Idarubicin Aufnahme (ng/10
6 Zellen) in die Lymphozyten des Probanden 5 in
Abhängigkeit von der Inkubationszeit (0-3h) und dem Inkubationsmedium (15% FCS/RPMI,
100% PBS, 100% HS). Die Idarubicin Inkubationskonzentration betrug 1000 ng/ml. FCS fetales
Kälberserum, RPMI 1640 Medium, HS Humanserum, PBS Dulbecco’s phosphatgepufferte
Salzlösung.
Für die Lymphozyten des Probanden 5 fand sich, wie in den Versuchen mit den
Zellinien, ein unterschiedliches Akkumulationsverhalten von IDA in den drei Medien.
In 15% FCS/RPMI wurden die höchsten intrazellulären Konzentrationen gefunden. Im
Vergleich waren sie nach 60 Minuten in PBS um 27% (p<0.001) und in HS um 64%
(p<0.001) erniedrigt. Es wurden nach 60 Minuten vergleichbare Konzentrationen
gefunden wie in der sensiblen Zellinie HL-60.
Die Aufnahmekinetik in den Medien verlief zeitabhängig. Der größte Teil wurde in
den ersten 15 Minuten aufgenommen, nach 60 Minuten erreichte die IDA Aufnahme
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in allen Medien ihren Maximalwert. Es wurde kein Gleichgewicht erreicht, statt
dessen sanken die intrazellulären Konzentration wieder ab.
In 15% FCS/RPMI erreichte der Akkumulationsprozeß bereits nach 15 Minuten 86%
der maximalen Aufnahme nach 60 Minuten. Nach Erreichen der maximalen
Aufnahme sank die intrazelluläre Konzentration wieder ab. Nach drei Stunden fand
sich nur noch 80% der maximalen intrazellulären Konzentration.
In PBS wurden in den ersten 15 Minuten die schnellste Transportgeschwindigkeit
(65%) des Anthrazyklins in die Zellen gefunden, und sank nach dem maximalen
Aufnahmezeitpunkt nach 60 Minuten wieder rapide ab. So ließen sich nach drei
Stunden nur noch 34% nachweisen.
Die schnellste intrazelluläre Aufnahme fand in HS in den ersten 15 Minuten statt
(70%) und erreichte nach 60 Minuten seinen Höhepunkt, um dann langsam
abzunehmen. Nach drei Stunden lagen die intrazellulären Konzentrationen noch bei
84%.4.  ERGEBNISSE
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4.3.2. Idarubicin Akkumulation in Abhängigkeit von der a1-sauren-
Glykoprotein Konzentration, der R-Verapamil Konzentration und dem
Inkubationsmedium
Für die Lymphozyten der Probanden 1, 2, 3 und 6 wurde ebenfalls die Abhängigkeit
der IDA Aufnahme von der AGP Konzentration (0, 2 mg/ml), der R-VRP
Konzentration (0, 5, 10 µg/ml) und den Inkubationsmedien 15% FCS/RPMI und
100% HS des jeweiligen Probanden untersucht (Abb. 24, Anhang Tab. 16). Die IDA
Inkubationskonzentration betrug 1000 ng/ml und die Inkubationszeit 60 Minuten. Es
wurden jeweils drei Ansätze bestimmt.
Abb. 24: Idarubicin Aufnahme (ng/10
6 Zellen) in die Lymphozyten der Probanden (P) 1, 2, 3 und
6 in Abhängigkeit von der a1-sauren-Glykoprotein  (AGP) Konzentration (0, 2 mg/ml), der
R-Verapamil Konzentration (0, 5, 10 µg/ml) und dem Inkubationsmedium (15% FCS/RPMI,
100% HS). Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten, die Idarubicin Inkubationskonzentration
1000  ng/ml.  FCS fetales Kälberserum, RPMI 1640 Medium, HS Humanserum.
Die Akkumulation in den Inkubationsmedien 15% FCS/RPMI und HS unterschied
sich bei allen Probanden beträchtlich. Die erreichten Konzentrationen entsprechen in
beiden Medien der sensiblen Zellinie HL-60.
In 15% FCS/RPMI wurde bei allen Probanden die höchste Basisakkumulation
gefunden. Im Vergleich dazu ist sie in HS bei Proband 1, 2, 3 und 6 um 61%
(pP1=0.001), 62% (pP2=0.001), 73% (pP3<0.001) und 63% (pP6<0.001) erniedrigt.
Die Zugabe des Chemosensitizers R-VRP (10 µg/ml) veränderte die Akkumulation
weder in 15% FCS/RPMI (pP1=0.859; pP2=0.669; pP3=0.901; pP6=0.272) noch in
100% HS (pP1=0.739; pP2=0.449; pP3=0.944; pP6=0.180).
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Die Basisakkumulation veränderte sich durch die Gabe von 2 mg/ml AGP. Es zeigten
sich große individuelle Schwankungen. In 15% FCS/RPMI sank die Aufnahme bei
Proband 1, 2, 3 und 6 um 29% (pP1=0.021), 5% (pP2=0.633), 7% (pP3=0.243) und
6% (pP4=0.265) und in 100% HS um 23% (pP1=0.001), 18% (pP2=0.226),
4% (pP3=0.355) und 4% (pP4=0.112).
Eine Chemosensitizerwirkung konnte auch in Anwesenheit von AGP sowohl in
15% FCS/RPMI (pP1=0.203; pP2=0.898; pP3=0.322; pP6=0.189) als auch in 100% HS
(pP1=0.861; pP2=0.724; pP3=0.561; pP6=0.852) nicht nachgewiesen werden.5.  DISKUSSION
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5. Diskussion
5.1. Diskussion der Ergebnisse
Eines der ungelösten Probleme in der zytostatischen Behandlung von malignen
Tumoren ist die Entstehung der MDR. Die Identifikation und Analyse vieler
Resistenzmechanismen, vor allem des mdr1 Gens und seines Produkts P-gp, hat daher
zur Entwicklung von zahlreichen in vitro Modellen der MDR geführt. Es wurden
durch Selektion Zytostatika-resistente Zellinien etabliert, die als Tumormodelle bzw.
zur Untersuchung verschiedener Resistenzmechanismen zur Verfügung stehen. Diese
Modelle spielen eine wichtige Rolle bei der Erforschung der MDR, sowie der
Evaluierung der Effektivität von Zytostatika und Chemosensitizern. Allerdings wurde
dem Effekt der Proteinbindung auf die Aktivität von Zytostatika und Chemosensitizern
wenig Aufmerksamkeit geschenkt, obwohl viele dieser Substanzen eine hohe
Proteinbindung besitzen. So wurden die meisten Studien in Medien mit niedrigen
Proteinkonzentrationen, wie z.B. 15% FCS oder weniger, durchgeführt. Dies steht
jedoch im Kontrast zu der klinischen Situation, in welcher Pharmaka hohen
Proteinkonzentrationen, sowohl in der freien Zirkulation als auch im Gewebe,
ausgesetzt sind. Es ist daher von klinischer und experimenteller Bedeutung, daß die
Ergebnisse dieser Studien bisher ohne Berücksichtigung der Proteinbindung auf die in
vivo Situation übertragen wurden, insbesondere da Proteinbindungsinteraktionen einer
der Gründe für den bisher eingeschränkten klinischen Erfolg bei der Modulation der
MDR sein könnten.
In den vorliegenden Studien wurde daher die Auswirkung von verschiedenen
Proteinkonzentrationen auf die Serumproteinbindung von IDA untersucht. Es wurde
gezeigt, daß die freie Konzentration des Zytostatikums IDA mehr als 7-fach, von
ungefähr 59% in 15% FCS/PBS zu nur 8% in Humanserum, variiert. Die Differenz in
der Serumproteinbindung ist zum einen auf die unterschiedliche Konzentration der
Bindungsproteine und zum anderen auf die verschiedenartige Struktur der Proteine in
Human- und fetalem Kälberserum zurückzuführen. So ist z.B. in 15% FCS die
durchschnittliche Gesamtproteinkonzentration etwa um das 13-fache und die von
Albumin etwa um das 12-fache im Vergleich zu Humanserum reduziert (siehe Anhang
Tab. 17). Die IDA Proteinbindung steht in Übereinstimmung mit veröffentlichten
Daten, die für diesen Liganden eine Bindung von 97% in Humanserum zeigten (Adria
Laboratories 1990).
Zur Proteinbindung der Anthrazykline tragen mehrere Proteine bei, von denen
Humanalbumin das wichtigste ist (Rivory et al. 1992). Dies bestätigte sich bei
physiologischen Humanalbumin Konzentrationen von 4 g/dl mit einer Proteinbindung
von 85% für IDA. Schwankungen im Humanalbuminanteil können daher einen großen
Einfluß auf die freie Konzentration des Zytostatikums haben. In vivo können die
Proteinkonzentrationen auf Grund von genetischen Variationen, physiologischen5.  DISKUSSION
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oder pathologischen Zuständen erheblich variieren (Hervé et al. 1994).
Physiologischerweise sinkt z.B. der Serumalbumingehalt mit dem Alter, unabhängig
vom Gesundheitszustand, ebenso zeichnen sich Tumorpatienten durch erniedrigte
Werte aus (Veering et al. 1990, Woo et al. 1994).
Zur hohen Proteinbindung von IDA trägt vor allem dessen Lipophilie bei, welche die
Bindung an die Plasmaproteine, vor allem auch an die Lipoproteine, erhöht (Chassany
et al. 1994). Eine Korrelation zwischen Lipophilie und Proteinbindung wurde auch bei
anderen Pharmaka, wie Benzo[a]pyrene Derivaten, Insektiziden und Beta-Blockern
beobachtet (Chassany et al. 1994). Desweiteren zeigen Anthrazykline im Plasma von
Hasen Interaktionen mit a2-,  b- und g-Globulinen (Maniez-Devos et al. 1985),
entsprechende Studien in Humanserum wurden nicht durchgeführt.
Die Proteinbindung bestimmt den Gradienten freier Pharmaka zwischen dem Extra-
und Intrazellulärraum, sowie die Konzentration des ungebundenen Pharmakons an der
Tumorzelloberfläche. Die Aufnahme der Anthrazykline in die Zelle ist jedoch
essentiell für ihre Wirkmechanismen. Da nur der Anteil des ungebundenen
Pharmakons zur Aufnahme in die Zelle zur Verfügung steht, war ein Hauptziel der
beschriebenen Studien, den Effekt der Proteinbindung auf die Aufnahme und
Retention von IDA in HL-60 Zellen zu bestimmen. Die IDA Konzentrationen von
50-5000 µg/ml, die in der Studie verwendet wurden, lagen zum Teil in einer
Größenordnung wie sie im Plasma von Patienten vorliegen können.
Plasmakonzentrationen von im Mittel 191 ng/ml (91-679 ng/ml) können dort erreicht
werden (Eksborg et al. 1990). Es wurde demonstriert, daß in 100% Humanserum, mit
nur 8% ungebundener Substanz, die Aufnahme in die Zelle wesentlich niedriger ist,
verglichen mit den Inkubationsmedien mit niedrigerer IDA Bindung.
Diese Korrelation zwischen Proteinbindung und intrazellulärer Aufnahme fand sich
jedoch nicht in allen Versuchsmedien. Die unerwartete Beobachtung, daß sich in
Medien mit niedrigen Serumproteinkonzentrationen im Vergleich zu proteinfreien
Medien die intrazelluläre IDA Akkumulation erhöhte, läßt eine Interaktion der
Serumproteine mit der Pharmaka Akkumulation vermuten. Dieser Effekt könnte bei
hohen IDA Konzentrationen an der Zellmembran, z.B. durch eine gegenseitige
sterische Behinderung der Moleküle, verursacht werden. Desweiteren ist eine direkte
Beteiligung der Serumproteine bei der IDA Aufnahme in Betracht zu ziehen.
Chassany  et al. (1994) zeigte, daß der Effekt der Plasmaproteinbindung auf die
intrazelluläre Aufnahme von Zytostatika in vivo teilweise wieder aufgehoben werden
kann, wenn eine signifikante Fraktion der Pharmaka an Lipoproteine gebunden ist. Die
Lipoproteine, sowie die daran gekoppelten Pharmaka, können in die Zellen über LDL
oder VLDL Rezeptor Endozytose aufgenommen werden (Chassany et al. 1994,
Muindi & Young 1990). Dieser Mechanismus der Zellaufnahme kann bei malignen
Zellen eine relevante Rolle spielen, da oft eine hohe Anzahl an LDL-Rezeptoren
exprimiert werden. Beispielhaft wurde für die Zellinie HL-60 eine erhöhte Aufnahme
von Retinylestern über den LDL Rezeptor gezeigt (Wathne et al. 1989). LDL könnte5.  DISKUSSION
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daher als Carrier für lipophile Substanzen in Zellen mit erhöhter LDL-
Rezeptorendichte dienen.
Die durchgeführten Experimente wurden ebenso mit der Multidrug resistenten Zellinie
HL-60-Vinc durchgeführt, die sich von der sensiblen durch die Expression des
Membrantransporters P-gp unterscheidet. In den HL-60-Vinc Zellen verringerte
P-gp die IDA Aufnahme und beschleunigte in den Retentionsstudien den IDA Efflux
signifikant. Die Differenz in der IDA Akkumulation zwischen den beiden Zellinien
unterstreicht die Bedeutung des Transporters P-gp für das Resistenzverhalten der
Leukämiezellinien.
Die Funktion von P-gp als Transporter von IDA wird allerdings kontrovers diskutiert
(Roovers et al. 1999, Sikic et al. 1997), da man in einigen Studien zu dem Schluß kam,
daß IDA kein gutes Substrat für den P-gp vermittelten Efflux sei (Berman & McBride
1992, Hollingshead & Faulds 1991, Michieli et al. 1993, 1994, Petrini et al. 1993,
Ross 1995). Die Eigenschaft von IDA, dem Efflux durch die P-gp Pumpe in einem
geringeren Maße unterworfen zu sein als die anderen Anthrazykline, wird auf die
erhöhte Lipophilie des Pharmakons und damit auf die rasche passive Aufnahme durch
die zelluläre Plasmamembran, sowie die hohe DNA Bindungskapazität zurückgeführt
(Berman & McBride 1992). Außerdem sind Mechanismen, wie die LDL-
Rezeptorendozytose, ebenfalls von Bedeutung (Chassany et al. 1994, Muindi & Young
1990). Die Pumpfunktion von P-gp auf die zytosolische freie Konzentration von IDA
wird aber nicht durch die Lipophilie verändert (Mülder et al. 1995). Andererseits
berichten jedoch weitere Studien, daß sich mit steigender Lipophilie der Pharmaka die
Affinität für P-gp und damit auch der Efflux erhöhe. Für Chemosensitizer konnte dies
von Zamora et al. (1988) und Facchetti et al. (1991) gezeigt werden.
Zum Vergleich des Akkumulationsverhaltens wurden ebenfalls Studien mit humanen
Lymphozyten durchgeführt. Deren IDA Aufnahme glich der Zellinie HL-60. Somit
scheint das Modell der HL-60 Zellinie ein geeignetes Studienobjekt zu sein, um die
Auswirkung von Zytostatika auf P-gp negative Zellen zu testen.
Zur Überwindung der durch P-gp vermittelten Zytostatika-Resistenz, wurden
zahlreiche Chemosensitizer entwickelt, die in vitro P-gp komplett inhibieren bzw.
MDR Zellen sensitivieren. Da klinische Studien mit diesen Modulatoren jedoch nur
selten Erfolge aufwiesen, wurde vermutet, daß in vivo Proteinbindungsphänomene mit
der Chemosensitizer Aktivität interferieren könnten. So zeigten Lehnert et al. (1993),
daß durch die Verwendung von physiologischen Serumproteinkonzentrationen die
Modulation der MDR durch einige Chemosensitizer, wie Amiodaron und
Trifluoperazin, aufgehoben werden konnte, gemessen an Hand der Proliferationsrate.
Andere Chemosensitizer, wie VRP oder Chinin, wurden davon weniger beeinflußt.
Jedoch ermittelten diese Untersucher nicht den Effekt von Serum auf die Aufnahme
der Zytostatika. Smith et al. (1995), der die Pharmaka Aufnahme untersuchte, zeigte
eine deutliche Abnahme des intrazellulären 
3H-markierten Vinblastins und5.  DISKUSSION
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3H-markiertem Paclitaxels in MCF-7/ADR Zellen mit steigenden FCS
Konzentrationen. Der Chemosensitizereffekt von VRP nahm ebenfalls mit steigenden
FCS Konzentrationen ab. Desweiteren konnten Stratmann et al. (1998) in
Zytotoxizitätsstudien, ebenso wie in Akkumulationsstudien (persönlicher Kontakt),
mit der Zellinie HL-60-Vinc und dem Zytostatikum Vincristin eine Aufhebung des
Chemosensitizereffektes von R-VRP in Humanserum im Gegensatz zu
15% FCS/RPMI zeigen.
In den vorliegenden Studien mit der Zellinie HL-60 und HL-60-Vinc konnte R-VRP in
allen Inkubationsmedien den Effekt von P-gp in Konzentrationen zwischen
10-20 µg/ml aufheben. Die Akkumulations- und Retentionscharakteristiken der
HL-60-Vinc Zellen für IDA entsprachen in Anwesenheit von R-VRP denen der
HL-60 Zellen. Dies zeigte sich sowohl für die Inkubationen in den Medien mit
niedrigen als auch hohen Proteinkonzentrationen, der Chemosensitizereffekt schien
unabhängig von der Proteinkonzentration zu sein. Auf der anderen Seite konnte
R-VRP den Effekt von hohen Proteinkonzentrationen auf die IDA Aufnahme nicht
beeinflussen. Dies steht auch in Übereinstimmung mit der Beobachtung, daß R-VRP
keine signifikante Verdrängung von IDA aus seiner Bindung an Humanserum
erreichen kann.
Unter Berücksichtigung der Ergebnisse dieser Arbeit, sowie der hierzu verfügbaren
Literatur, zeigte sich, daß physiologische Serumproteinkonzentrationen die
Modulation der MDR je nach verwendetem Zytostatikum und Chemosensitizer
erheblich beeinflussen können. Interessanterweise wird die Wirkung von Substanzen,
wie R-VRP, welche zu mehr als 90% an Serumproteine gebunden sind, in
verschiedenen Studien in sehr unterschiedlichem Ausmaß von Serum inhibiert
(Lehnert et al. 1993, Smith et al. 1995, Stratmann et al. 1998). Bei der freien
Chemosensitizerkonzentration, die zur Modulation an der Zelle zur Verfügung steht,
scheint dabei neben der Eiweiß- und Wirkstoffkonzentration auch die Proteinbindung
des verwendeten Zytostatikums eine Rolle zu spielen. So wurde beobachtet, daß bei
der Verwendung von Zytostatika mit hoher Proteinbindung ein größerer
Chemosensitizereffekt nachgewiesen werden konnte als bei einer niedrigen. Dies weist
auf mögliche Pharmakainteraktionen zwischen den Zytostatika und Chemosensitizern
hin. Die Pharmaka könnten sich durch Konkurrenz um die Bindungsstellen gegenseitig
in der Wirkungsstärke und Wirkungsdauer beeinflussen, vor allem wenn deren
gebundener Anteil mehr als 80% beträgt (Mutschler 1991). Weiterführende Studien,
die auch die Chemosensitizerkonzentrationen bestimmen, wären daher
empfehlenswert.
Bei den vorangegangenen in vitro Versuchen mit Chemosensitizern, die die MDR
modulieren können, wurden zudem oft Konzentrationen verwendet, die bei Patienten
fast nicht erreichbar sind. Am Beispiel von R-VRP wurde gezeigt, daß die
Konzentrationen, die den maximalen Effekt bewirkten, etwa das 2-3 -fache über denen
lagen, die während einer Behandlung in vivo erreicht werden können. Allerdings
erzielten auch in vivo erreichbare Konzentrationen in allen untersuchten Medien einen5.  DISKUSSION
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signifikanten Effekt. Für R-VRP können individuell verschiedene Plasma-
konzentrationen von 4-10 µM (1.96-4.91 µg/ml) ohne limitierende Toxizität erzielt
werden (Bates et al. 1994). Bei anderen, vor allem neueren Substanzen, wie z.B.
MM36, ein Verapamilabkömmling, oder Chinolonderivaten (Berger et al. 1999,
Teodori  et al. 1999), können jedoch oft Wirkspiegel erreicht werden, die gut vertragen
werden und die MDR modulieren können. Solche wichtigen Variablen sollten daher
auch in Betracht gezogen werden, wenn man neue Chemosensitizersubstanzen für
klinische Studien auswählt.
Desweiteren zeigten bereits Chaterjee et al. (1990 a,b,c) in MDR-positiven-Zellen
eines chinesischen Hamsterovars, die resistent gegen Adriamycin sind, daß das Akut-
Phase-Protein AGP mit der Chemosensitizerwirkung von Verapamil interferiert.
Durch Zugabe von 2 mg/ml AGP wurde eine komplette Aufhebung des
Umkehreffektes des Chemosensitizers Verapamil gesehen, was auf eine unspezifische,
aber hochaffine Bindung von Verapamil an AGP zurückgeführt wurde.
In den durchgeführten in vitro Experimenten bestätigte sich, daß das Bindungsprotein
AGP die Akkumulation des Zytostatikums IDA beeinflussen kann. AGP reduzierte die
freie Konzentration des Zytostatikums im extrazellulären Medium, was zu einer
erniedrigten Pharmaka Akkumulation in der Zelle führte. Dies zeigte sich vor allem in
den Medien mit niedrigen Proteinkonzentrationen. Jedoch war auch in Humanserum
die Akkumulation von IDA erniedrigt, obwohl sich in den Proteinbindungsstudien
keine signifikante Reduktion der freien IDA Konzentration zeigte. Desweiteren bindet
AGP den Chemosensitizer R-VRP und führte so in allen Medien zu einem
verminderten Modulationseffekt. Die Studien von Stratmann et al. (1998) und
Woodcock  et al. (1993 a,b, 1997) unterstützen diese Ergebnisse. Die Modulation der
MDR durch R-VRP scheint daher maßgeblich von der AGP Konzentration bestimmt
werden zu können.
Diese Beobachtungen stimmen mit Studien überein, die zeigten, daß AGP ein
wichtiger Bindungspartner für basische Substanzen, wie VRP, ist (Hervé et al. 1994,
McGowan et al. 1983). Es wurde gezeigt, daß 1,5 µM AGP ungefähr 1 µM Verapamil,
bzw. 2 mg/ml AGP ungefähr 17 µg/ml Verapamil, binden können (Gillis et al. 1985,
Woodcock et al. 1997). Diese Beobachtung könnte klinische Bedeutung erlangen, da
bei Patienten mit schweren Erkrankungen, insbesondere Tumorgeschehen, der AGP
Serumspiegel (Normwerte 0.4-0.8 mg/ml) auf bis zu 4 mg/ml erhöht sein kann, mit
durchschnittlichen Werten um 2 mg/ml (Abramson et al. 1982, Kremer et al. 1988,
Zini et al. 1990) und damit mit einer Aufhebung des Chemosensitizereffekts zu
rechnen wäre.5.  DISKUSSION
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5.2. Schlußfolgerung und Ausblick
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß die Aktivität von Zytostatika
und Chemosensitizern durch Proteinbindungsphänomene in hohem Maße beeinflußt
werden kann. So bestimmt die Proteinbindung vor allem die freie Konzentration des
Pharmakons, die zur Aufnahme in die Zelle zur Verfügung steht. Erwartungsgemäß
zeigte sich daher in den Medien mit hohen Proteinkonzentrationen eine geringere
zelluläre Aufnahme des Zytostatikums als in proteinarmen- oder freien Medien. Dies
ist von Bedeutung, da die zytotoxische Wirkung von Chemotherapeutika, wie IDA,
von der Aufnahme in die Zelle abhängig ist. Desweiteren kann insbesondere die
Wirkung von Chemosensitizern, die wie R-VRP zu einem hohen Prozentsatz
proteingebunden sind, durch hohe Proteinkonzentrationen eingeschränkt bzw.
aufgehoben werden. Dies scheint neben der Quantität auch maßgeblich von der
Qualität der Proteine, sowie der Bindungsaffinität des Chemosensitizers abzuhängen.
So wird z.B. der Modulationseffekt von R-VRP durch Humanserum kaum beeinflußt,
in Anwesenheit von AGP jedoch fast vollständig aufgehoben. Die Vernachlässigung
solcher Pharmakainteraktionen in in vitro Versuchen durch Verwendung von Medien
mit reduzierten Serumproteinkonzentrationen oder Versuchsmedien nicht adäquater
Zusammensetzung, kann daher eine unzureichende Übertragbarkeit der in vitro
Ergebnisse auf in vivo Verhältnisse zur Folge haben.
Die vorliegenden Studien führten zu der Schlußfolgerung, daß in vitro Modelle, mit
dem Ziel die potentielle klinische Effektivität von Zytostatika und Chemosensitizern
zu evaluieren, in Medien mit physiologischen Serumproteinkonzentrationen, wie
Humanserum, durchgeführt werden sollten. Es ist von Bedeutung, daß insbesondere
die Serumproteinkonzentrationen von Albumin und AGP denen von Tumorpatienten
entsprechen, da diese Proteine maßgeblich an der Bindung von Pharmaka beteiligt sein
können. Falls möglich, sollten die in vitro Versuche sogar mit dem entsprechenden
Patientenserum durchgeführt werden.
Die in dieser Studie dargestellten Ergebnisse lieferten erste Ansätze zur Verbesserung
von  in vitro Modellen, mit dem Ziel, die Aussagekraft zur in vivo-Aktivität von
Zytostatika und Chemosensitizern zu erhöhen. Neben der Proteinbindung können
jedoch noch zahlreiche weitere Faktoren, vor allem pharmakokinetische
Eigenschaften, zu einer limitierten klinischen Relevanz der in vitro Studien beitragen.
Die Entwicklung einer, an tatsächliche in vivo Verhältnisse weitgehend angepaßten
Versuchssituation, steht somit als fundamentale Anforderung an Versuche zur
Überprüfung der Wirksamkeit von Zytostatika und Chemosensitizern zur Diskussion.6.  ZUSAMMENFASSUNG
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6. Zusammenfassung
Hintergrund: Einer der wichtigsten Gründe für das Therapieversagen von Zytostatika
ist die MDR von malignen Zellen. Deren Modulation mit sogenannten Chemosen-
sitizern scheint ein erfolgversprechender Therapieansatz zu sein, so daß zahlreiche
in vitro Studien initiiert wurden. Jedoch beachten diese Studien nur selten den Effekt
der Proteinbindung auf die zelluläre Aufnahme von Zytostatika und der Wirkung von
Chemosensitizern. Der Vorhersagewert der in vitro Tests für die in vivo Effektivität
steht somit zur Diskussion. Die Ziele dieser Untersuchung waren es deshalb a) die
Bindungscharakteristiken des Anthrazyklins IDA in HS und Zellkulturlösungen zu
bestimmen, b) den Effekt der Proteinbindung, sowie des Chemosensitizers R-VRP und
des Akut-Phase-Proteins AGP, auf die Aufnahme und Retention von IDA in eine
humane HL-60 Leukämiezellinie zu untersuchen und c) die Bedeutung der Proteinbin-
dung für die in vivo-Aktivität von Zytostatika und Chemosensitizern zu analysieren.
Methoden: Die Proteinbindung von IDA wurde mit Hilfe der Gleichgewichtsdialyse in
HS und gebräuchlichen Zellkulturlösungen bestimmt. Die Zellaufnahme und Retention
von IDA wurde in einer sensiblen und einer P-gp-exprimierenden, resistenten
humanen Leukämiezellinie (HL-60 und HL-60-Vinc), sowie in Lymphozyten
gesunder Probanden untersucht. Die Versuchsbedingungen wurden durch verschiedene
Inkubationsmedien und die Zugabe von R-VRP und AGP variiert. Die IDA
Konzentration wurde spektrophotofluorometrisch analysiert.
Ergebnisse: In den untersuchten Inkubationsmedien variierte die freie Fraktion von
IDA um mehr als 7-fach von ungefähr 60% in 15% FCS/PBS zu nur 8% in HS. In den
Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc war die zelluläre Aufnahme von IDA in dem
Medium mit niedrigen Proteinkonzentrationen ungefähr dreimal höher als in HS. Die
Bedeutung von P-gp für das Resistenzverhalten der Leukämiezellinie zeigte sich durch
die erniedrigte Akkumulation von IDA in den resistenten Zellen. R-VRP konnte in
allen Medien die Differenz der IDA Aufnahme und Retention zwischen der sensiblen
und der resistenten Zellinie aufheben. Jedoch konnte R-VRP nicht den Effekt von
hohen Proteinkonzentrationen auf die IDA Aufnahme ausgleichen. In Anwesenheit
von AGP konnte sowohl in den Medien mit hohen als auch niedrigen Protein-
konzentrationen nur eine sehr geringe Chemosensitizerwirkung nachgewiesen werden.
Das Akkumulationsverhalten der Lymphozyten glich der sensiblen HL-60 Zellinie.
Schlußfolgerung: Proteinbindungsphänomene können die Aktivität von Zytostatika
und Chemosensitizern erheblich beeinflussen. So ist in vitro die Serumproteinbindung
eine wichtige Determinante für die zelluläre Aufnahme von IDA. Der
Modulationseffekt von R-VRP reagiert weniger sensitiv auf Unterschiede in der
Gesamtproteinkonzentration, allerdings kann er durch erhöhte AGP Konzentrationen,
wie sie bei Tumorpatienten vorkommen, erheblich beeinflußt werden. Bei der
Interpretation von in vitro funktionellen Tests der zytostatischen Effektivität und
Chemosensitizerwirkung sollte daher die Serumproteinbindung berücksichtigt und
Untersuchungen in HS einbezogen werden.7.  LITERATUR
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9/33 (27%)
25/61 (41%)
21/59 (36%)
1/16 (6%)
4/23 (17%)
6/16 (38%)
13/18 (72%)
0/8 (0%)
3/13 (23%)
4/9 (44%)
1/15 (7%)
26/54 (48%)
29/52 (56%)
10/21(48%)
1/10 (10%)
10/41(24%)
Modulator
(+) Amiodaron
(-) Verapamil
(+) Verapamil
(+) Dipyridamol
(+) R-Verapamil
(+) Cyclosporin A
(+) Verapamil
(+) Verapamil
(+) Verapamil
(+) Verapamil
(+) R-Verapamil
(-) Chinin
(+) Chinin
(+) Cyclosporin A
(+) Verapamil
(+) R-Verapamil
Zytostatika
Adriamycin/Vinblastin
VAD
VAD
VP-16
Epirubicin
Mitoxantron + VP-16
CVAD
Adriamycin
Adriamycin
Vincristin
Doxorubicin
ARA-C/Mitoxantron
ARA-C/Mitoxantron
VAD
VAD
EPOCH
Malignom
Mammakarzinom
Multiples Myelom, refraktär
Ovarialkarzinom
Mammakarzinom, refraktär
Akute Leukämie
Lymphom
Ovarialkarzinom
Malignom, fortgeschritten
CLL, Immunozytom, refraktär
Kolorektales Karzinom
AML, Rezidiv, refraktär
Multiples Myelom
Multiples Myelom, refraktär
Lymphom, Rezidiv
Quelle
Bates et al. 1995
Dalton et al. 1995
Isonishi et al. 1991
Lehnert et al. 1998
Marie et al. 1993
Miller et al. 1991
Ozols et al. 1987
Presant et al. 1986
Reizenstein 1990
Scheithauer et al. 1993
Solary et al. 1994
Sonneveld et al. 1992
Trümper et al. 1989
Wilson et al. 1995
VAD Vincristin, Doxorubicin, Dexamethason                                                            CVAD (+) Cyclophosphamid
EPOCH Etoposid, Vincristin, Doxorubicin, Cyclophosphamid, Prednison                ARA-C  Cytarabin
AML Akute myeloische Leukämie   ALL  Akute lymphatische Leukämie                 VP-16 Etoposid
(+) mit        (-) ohne8
.
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590
0.471
0.005
0.466
0.4
0.029
0.371
0.402
0.037
0.365
0.349
0.223
0.126
0.174
0.117
0.057
0.25
0.118
0.132
0.5
0.005
0.495
588
0.472
0.005
0.467
0.408
0.03
0.378
0.403
0.038
0.365
0.368
0.236
0.132
0.179
0.122
0.057
0.26
0.122
0.138
0.52
0.005
0.515
586
0.476
0.005
0.471
0.405
0.032
0.373
0.408
0.04
0.368
0.377
0.245
0.132
0.187
0.125
0.062
0.269
0.127
0.142
0.534
0.005
0.529
584
0.476
0.005
0.471
0.406
0.034
0.372
0.414
0.043
0.371
0.396
0.252
0.144
0.193
0.131
0.062
0.274
0.131
0.143
0.554
0.005
0.549
582
0.478
0.005
0.473
0.408
0.033
0.375
0.419
0.044
0.375
0.404
0.26
0.144
0.201
0.138
0.063
0.283
0.136
0.147
0.567
0.005
0.562
580
0.479
0.005
0.474
0.411
0.035
0.376
0.425
0.046
0.379
0.417
0.271
0.146
0.207
0.142
0.065
0.29
0.141
0.149
0.578
0.005
0.573
578
0.482
0.005
0.477
0.415
0.036
0.379
0.426
0.046
0.38
0.429
0.281
0.148
0.219
0.14
0.079
0.297
0.145
0.152
0.592
0.005
0.87
576
0.485
0.005
0.48
0.416
0.039
0.377
0.428
0.047
0.381
0.452
0.286
0.166
0.221
0.145
0.076
0.303
0.15
0.153
0.602
0.005
0.597
574
0.487
0.005
0.482
0.419
0.038
0.381
0.429
0.048
0.381
0.452
0.296
0.156
0.226
0.15
0.076
0.305
0.153
0.152
0.61
0.005
0.605
572
0.488
0.005
0.483
0.42
0.039
0.381
0.43
0.05
0.38
0.47
0.304
0.166
0.23
0.153
0.077
0.31
0.16
0.15
0.612
0.005
0.607
570
0.489
0.005
0.484
0.422
0.038
0.384
0.432
0.05
0.382
0.48
0.312
0.168
0.236
0.159
0.077
0.314
0.165
0.149
0.614
0.005
0.609
568
0.488
0.005
0.483
0.422
0.04
0.382
0.433
0.052
0.381
0.49
0.324
0.166
0.241
0.166
0.075
0.318
0.17
0.148
0.613
0.005
0.608
566
0.487
0.005
0.482
0.422
0.042
0.38
0.433
0.053
0.38
0.497
0.333
0.164
0.248
0.174
0.074
0.321
0.177
0.144
0.611
0.005
0.606
564
0.485
0.005
0.48
0.423
0.042
0.381
0.434
0.052
0.382
0.504
0.342
0.162
0.252
0.179
0.073
0.327
0.181
0.146
0.606
0.005
0.601
562
0.485
0.005
0.48
0.425
0.043
0.382
0.435
0.054
0.381
0.512
0.352
0.16
0.256
0.185
0.071
0.334
0.188
0.146
0.602
0.005
0.597
560
0.487
0.005
0.482
0.426
0.045
0.381
0.432
0.054
0.378
0.522
0.36
0.162
0.263
0.193
0.07
0.334
0.192
0.142
0.594
0.005
0.589
Emissionswellenlänge   (nm
Gleichgewichtsdialyse
EIDA/PBS
EPBS
Ekorrigiert
EIDA/15%FCS/PBS
E15%FCS/PBS
Ekorrigiert
EIDA/15% FCS/PBS/R-VRP/AGP
E15% FCS/PBS/R-VRP/AGP
Ekorrigiert
EIDA/4g/dlHA/PBS
E4 g/dl Humanalbumin/PBS
Ekorrigiert
EIDA/100% HS P3
E100% HS P3
Ekorrigiert
EIDA/15%FCS/RPMI
E15%FCS/RPMI
Ekorrigiert
Zellstudien
EIDA/0.4N HCl/Isopropanol/H2O
E0.4N HCl/Isopropanol/H2O
Ekorrigiert8.  ANHANG
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Tab. 3: Bestimmung der Meßgenauigkeit der Idarubicin Extinktion mittels
des relativen Variationskoeffizienten (Vr) in verschiedenen Medien
Idarubicin Konzentration 1000 ng/ml
1. Messung 2. Messung 3. Messung 4. Messung 5. Messung Vr
Medium der E E E E E (%)
Gleichgewichtsdialyse
15% FCS/PBS 0.422 0.421 0.422 0.422 0.421 0.052
4 g/dl HA/PBS 0.424 0.425 0.423 0.423 0.424 0.079
100% HS 0.235 0.234 0.234 0.233 0.233 0.143
100% PBS 0.476 0.476 0.486 0.475 0.476 0.385
Zellstudien
0,4 N HCl/
Isopropanol/H2O
0.601 0.599 0.6599 0.600 0.601 0.067
Tab. 4: Adsorptionsverluste an verschiedenen Inkubationsgefäßen
Idarubicin Konzentration 1000 ng/ml
Exzitation l=480 nm, Emission l=570 nm
Inkubationsgefäß Medium E ELeerwert Ekorr
Eppendorf-Cup 100% PBS 0.424 0.005 0.419
15% FCS/PBS 0.462 0.036 0.426
Röhren Tubes 100% PBS 0.434 0.005 0.429
15% FCS/PBS 0.454 0.036 0.418
Nunc Cryo Tubes 100% PBS 0.422 0.005 0.417
15% FCS/PBS 0.446 0.036 0.410
Minis 2000 100% PBS 0.422 0.005 0.417
15% FCS/PBS 0.458 0.036 0.422
Röhrchen, konischer Boden 100% PBS 0.405 0.005 0.400
15% FCS/PBS 0.442 0.036 0.406
Tab. 5: Experimentelle Bestimmung der Dialysierzeit
Dialysiermedium PBS; Idarubicin Konzentration 1000 ng/ml
Extinktion Zeit (Stunden)
012345
Kompartment A 1000 365 268 259 275 254
Kompartment B 0 153 247 263 263 2718.  ANHANG
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Tab. 6: Proteinbindung von Idarubicin an 15% FCS/PBS in An- und
Abwesenheit von 10 µg/ml R-Verapamil und 2 mg/ml a1-saures
Glykoprotein
Inkubationsmedium: Proteinkompartment 15% FCS/PBS
Pufferkompartment 100% PBS
Idarubicin Idarubicin* Bindung Adsorption
ng/ml ng/ml % %
15% FCS/PBS
2500 1990 41 20
2500 1975 41 21
1000 747 43 25
1000 622 44 38
500 313 40 37
500 312 38 38
15% FCS/PBS (+) 10 µg/ml R-VRP
2500 1991 34 20
2500 1960 39 22
1000 678 37 32
1000 580 37 42
500 258 35 48
500 254 36 49
15% FCS/PBS (+) 2 mg/ml AGP
2500 1714 45 31
2500 1710 40 32
1000 688 45 31
1000 635 48 37
500 292 43 42
500 212 52 58
15% FCS/PBS (+) 2 mg/ml AGP (+) 10 µg/ml R-VRP
2500 1957 42 22
2500 1782 37 29
1000 827 43 17
1000 662 38 34
500 271 42 46
500 267 32 47
*Idarubicin Ausgangskonzentration nach Abzug der Adsorption8.  ANHANG
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Tab. 7: Proteinbindung von Idarubicin an 4 g/dl Humanalbumin/PBS in
An- und Abwesenheit von 10 µg/ml R-Verapamil und 2 mg/ml a1-saures
Glykoprotein
Inkubationsmedium: Proteinkompartment 4 g/dl Humanalbumin/PBS
Pufferkompartment 100% PBS
Idarubicin Idarubicin* Bindung Adsorption
ng/ml ng/ml % %
4 g/dl Humanalbumin/PBS
2500 1805 88 28
2500 1707 83 32
1000 619 86 38
1000 508 86 49
500 n.b. n.b. n.b.
500 174 84 65
4 g/dl Humanalbumin/PBS (+) 10 µg/ml R-VRP
2500 1818 84 27
2500 1758 84 30
1000 635 52 37
1000 602 89 40
500 344 81 31
500 192 86 62
4 g/dl Humanalbumin/PBS (+) 2 mg/ml AGP
2500 2083 89 17
2500 1872 85 25
1000 594 90 41
1000 555 90 45
500 213 91 57
500 205 88 59
4 g/dl Humanalbumin/PBS (+) 2 mg/ml AGP (+) 10 µg/ml R-VRP
2500 1987 87 21
2500 1969 87 21
1000 519 88 48
1000 481 88 52
500 207 91 59
500 204 84 59
*Idarubicin Ausgangskonzentration nach Abzug der Adsorption
n.b.   nicht bestimmt8.  ANHANG
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Tab. 8: Proteinbindung von Idarubicin an 100% Humanserum Proband
1-4 in An- und Abwesenheit von 10 µg/ml R-Verapamil und 2 mg/ml
a1-saures Glykoprotein
Inkubationsmedium: Proteinkompartment 100% Humanserum
Pufferkompartment 100% PBS
Idarubicin Idarubicin* Bindung Adsorption
ng/ml ng/ml % %
100% Humanserum Proband 1
2500 2079 92 17
2500 1899 89 24
1000 869 91 13
1000 626 90 37
500 n.b. n.b. n.b.
500 424 84 15
100% Humanserum Proband 2
2500 2242 92 10
2500 1922 90 23
1000 722 94 28
1000 669 91 33
500 n.b. n.b. n.b.
500 375 80 25
100% Humanserum Proband 3
5000 4677 94 6
5000 4567 96 9
2500 2237 96 11
2500 2013 96 19
1000 853 95 15
1000 834 95 17
500 410 98 18
500 384 96 23
100% Humanserum Proband 3 (+) 10 µg/ml R-Verapamil
5000 4368 94 13
5000 n.b. n.b. n.b.
2500 2433 95 3
2500 2142 95 14
1000 890 95 11
1000 775 95 23
500 367 97 27
500 317 95 37
*Idarubicin Ausgangskonzentration nach Abzug der Adsorption
n.b.   nicht bestimmt8.  ANHANG
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Idarubicin Idarubicin* Bindung Adsorption
ng/ml ng/ml % %
100% Humanserum Proband 4
5000 4282 93 14
5000 4255 92 15
2500 1870 94 25
2500 1860 94 26
1000 682 94 32
1000 n.b. n.b. n.b.
500 370 93 26
500 340 92 32
100% Humanserum Proband 4 (+) 10 µg/ml R-VRP
5000 4165 93 17
5000 3935 93 21
2500 2006 85 20
2500 1960 93 22
1000 703 92 30
1000 626 92 37
500 274 88 45
500 256 86 49
100% Humanserum Proband 4 (+) 2 mg/ml AGP
5000 4245 94 15
5000 4059 94 19
2500 1978 95 21
2500 1747 95 30
1000 533 91 47
1000 309 94 38
500 n.b. n.b. n.b.
500 219 91 56
100% Humanserum Proband 4 (+) 2 mg/ml AGP (+) 10 µg/ml R-VRP
5000 4732 89 5
5000 4539 88 9
2500 2176 93 13
2500 2124 91 15
1000 889 93 11
1000 712 87 29
500 372 94 26
500 221 90 56
*Idarubicin Ausgangskonzentration nach Abzug der Adsorption
n.b.   nicht bestimmt8.  ANHANG
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Tab. 9: Idarubicin Akkumulation in den Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc in
Abhängigkeit von der Inkubationszeit und dem Inkubationsmedium
Inkubationskonzentration Idarubicin 1000 ng/ml
Medium 15% FCS/RPMI 100% PBS 100% HS
Zellinie HL-60 HL-60-Vinc HL-60 HL-60-Vinc HL-60 HL-60-Vinc
Zeit Idarubicinaufnahme Idarubicinaufnahme Idarubicinaufnahme
(min) c (ng/10
6 Zellen) c (ng/10
6 Zellen) c (ng/10
6 Zellen)
2 118 82 67 81 31 23
120 85 57 69 18 26
5 119 121 84 80 28 26
123 106 90 91 30 35
10 202 136 123 115 49 39
184 133 139 117 61 45
15 171 136 148 128 81 44
230 143 142 134 61 42
30 228 127 166 134 81 41
203 151 191 133 77 47
45 205 167 211 157 90 53
237 149 206 128 84 45
60 243 165 231 157 90 51
238 168 212 160 81 62
120 246 198 204 171 90 72
254 179 237 179 91 71
180 248 204 210 191 90 72
255 203 232 179 100 63
Inkubationskonzentration Idarubicin 5000 ng/ml
2 306 361 330 256 89 80
313 476 291 261 127 90
5 483 456 390 387 146 111
523 420 396 351 137 123
10 698 505 476 564 219 150
646 646 523 440 206 147
15 724 600 531 605 212 191
657 538 610 590 236 184
30 868 600 847 610 286 203
724 610 852 533 313 176
45 888 646 863 641 340 210
821 621 935 677 324 194
60 1027 857 976 888 370 235
1007 852 996 729 377 215
120 1141 832 1084 765 415 268
1099 852 1012 893 385 271
180 1130 899 945 744 445 286
1161 832 1094 960 416 2808.  ANHANG
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Tab. 10: Idarubicin Akkumulation in den Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc
in Abhängigkeit von verschiedenen Inkubationsmedien
Inkubationskonzentration Idarubicin 1000 ng/ml; Inkubationszeit 1h
Zellinie HL-60 HL-60-Vinc
Idarubicinaufnahme
Medium (ng/10
6 Zellen)
100% PBS 183 174
203 193
203 173
100% RPMI 177 172
160 170
198 154
15% FCS/PBS 238 225
249 197
236 204
15% FCS/RPMI 234 205
217 176
212 187
15% HS/PBS 241 171
213 158
203 156
15% HS/RPMI 177 172
187 142
203 125
100% FCS 123 74
105 58
134 70
100% HS 98 42
78 47
74 418.  ANHANG
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Tab. 11: Idarubicin Akkumulation in den Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc
in Abhängigkeit von der Idarubicin Konzentration, der R-Verapamil
Konzentration und dem Inkubationsmedium
Inkubationszeit 1h
Inkubationsmedium 15% FCS/RPMI 100% PBS 100% HS
Zellinie HL-60 HL-60-Vinc HL-60 HL-60-Vinc HL-60 HL-60-Vinc
Idarubicin R-VRP Idarubicinaufnahme Idarubicinaufnahme Idarubicinaufnahme
(ng/ml) (µg/ml) (ng/10
6 Zellen) (ng/10
6 Zellen) (ng/10
6 Zellen)
50 0 11 8 6 n.b. 1 n.b.
1 6 2824 n . b .
5885 n . b . 52
8471 n . b . 2
10 11 8 8 n.b. 2 n.b.
1 4 5716 n . b .
1 0 0 02 0 1 1 1 421 12
29 17 17 7 12 n.b.
52 4 1 4 1 681 9 n . b .
2 3 1 4 8582
10 20 17 18 17 11 2
23 14 16 2 17 2
2 5 00 5 52 62 4 8 2 81 0
62 31 38 8 25 6
5 6 24 62 9 8 1 91 8
50 35 32 11 24 14
10 56 48 18 12 23 20
59 38 43 17 23 23
500 0 110 60 66 38 56 29
109 59 71 36 44 26
5 122 72 68 40 48 36
104 77 n.b. 50 49 38
10 113 76 68 53 48 41
113 95 67 56 59 42
750 0 140 76 95 56 72 38
160 84 91 61 70 36
5 174 119 96 73 79 48
146 104 88 76 74 44
10 162 114 97 79 66 52
152 120 90 82 78 54
1000 0 205 100 125 92 90 54
212 107 122 89 88 37
5 206 140 125 116 85 55
200 148 126 86 89 58
10 212 164 139 106 86 64
212 144 110 103 91 70
2500 0 457 197 342 223 217 133
463 252 317 221 228 119
5 445 310 304 262 223 164
460 312 349 252 226 156
10 466 372 326 266 214 179
456 336 337 272 224 202
5000 0 871 539 862 420 421 232
1106 n.b. 830 499 473 226
5 991 700 773 617 468 242
989 660 922 583 455 251
10 952 702 835 642 451 266
1001 712 840 636 439 317
n.b.   nicht bestimmt8.  ANHANG
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Tab. 12: Idarubicin Akkumulation in den Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc
in Abhängigkeit von der R-Verapamil Konzentration und dem
Inkubationsmedium
Inkubationskonzentration Idarubicin 1000 ng/ml; Inkubationszeit 1h
Medium 15% FCS/RPMI 100% PBS 100% HS
Zellinie HL-60 HL-60-Vinc HL-60 HL-60-Vinc HL-60 HL-60-Vinc
Verapamil Idarubicinaufnahme Idarubicinaufnahme Idarubicinaufnahme
(ng/ml) (ng/10
6 Zellen) (ng/10
6 Zellen) (ng/10
6 Zellen)
0 204 103 127 82 45 32
180 122 126 80 52 40
176 54 118 91 40 30
0,5 189 113 121 97 48 35
195 111 120 104 53 29
193 100 124 95 51 n.b.
1 193 132 120 117 53 46
195 132 125 119 44 40
193 118 121 115 48 41
2,5 179 154 128 128 54 44
187 150 124 131 50 46
190 103 128 120 48 44
5 200 137 121 120 56 41
178 137 118 125 47 50
187 162 116 n.b. 52 48
7,5 200 151 126 122 65 44
204 145 124 128 46 46
179 147 n.b. 123 56 53
10 175 155 131 130 55 56
181 158 121 130 46 53
n.b. n.b. n.b. 129 53 52
15 179 175 143 125 52 57
171 147 105 133 48 55
199 n.b. 119 133 n.b. 61
20 205 175 120 137 47 44
200 158 126 135 57 46
187 152 119 133 56 n.b.
25 179 170 131 141 43 61
188 165 132 145 43 54
205 n.b. 119 128 59 58
50 214 184 129 n.b. 61 82
192 186 115 129 51 64
186 n.b. n.b. 135 54 74
100 171 196 115 131 47 70
201 158 137 135 44 64
n.b. 170 137 124 44 72
n.b.   nicht bestimmt8.  ANHANG
77
Tab. 13: Idarubicin Akkumulation in den Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc
in Abhängigkeit von der a1-sauren-Glykoprotein Konzentration, der
R-Verapamil Konzentration und dem Inkubationsmedium
Inkubationskonzentration Idarubicin 1000 ng/ml; Inkubationszeit 1h
Medium 15% FCS/RPMI 100% PBS 100% HS
Zellinie HL-60 HL-60-Vinc HL-60 HL-60-Vinc HL-60 HL-60-Vinc
R-VRP AGP Idarubicinaufnahme Idarubicinaufnahme Idarubicinaufnahme
(µg/ml) (mg/ml) (ng/10
6 Zellen) (ng/10
6 Zellen) (ng/10
6 Zellen)
0 0 242 136 184 91 76 43
239 121 173 102 72 55
210 129 177 116 78 53
5 0 219 182 173 154 77 83
212 177 166 139 77 73
250 195 179 151 75 78
10 0 226 185 173 162 66 83
219 197 162 165 88 84
245 191 183 175 75 75
0 2 197 120 117 110 58 58
185 117 144 97 67 41
205 118 124 90 62 40
5 2 218 118 123 101 64 58
186 133 150 124 66 55
199 124 124 119 59 52
10 2 229 133 121 134 66 57
213 143 138 135 70 62
191 130 131 114 63 65
Inkubationskonzentration mit Idarubicin 5000 ng/ml
0 0 1041 585 n.b. 594 287 223
1148 693 769 623 265 180
1067 671 710 590 304 190
5 0 1089 861 807 818 274 303
1159 872 656 737 285 301
1089 970 743 780 278 307
10 0 1148 981 802 807 281 330
1100 861 682 834 300 315
1052 991 769 813 289 356
0 2 954 606 667 503 261 183
1030 677 688 428 268 205
1013 623 661 472 264 186
5 2 1024 732 656 721 254 227
991 710 677 671 289 243
n.b. 682 671 688 277 250
10 2 1057 796 693 726 274 273
954 726 682 769 277 206
1078 758 667 774 n.b. 257
n.b.   nicht bestimmt8.  ANHANG
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Tab. 14: Idarubicin Retention in den Zellinien HL-60 und HL-60-Vinc in
Abhängigkeit von der Retentionszeit, der R-Verapamil Konzentration und
dem Inkubationsmedium
Inkubationskonzentration in der ersten Stunde Idarubicin 1000 ng/ml
Medium 15% FCS/RPMI 100% PBS 100% HS
Zellinie HL-60 HL-60-Vinc HL-60 HL-60-Vinc HL-60 HL-60-Vinc
Zeit Idarubicinretention Idarubicinretention Idarubicinretention
(h) (ng/10
6 Zellen) (ng/10
6 Zellen) (ng/10
6 Zellen)
R-Verapamil Konzentration
in der Akkumulationsphase c=0 µg/ml, in der Retentionsphase c=0 µg/ml
0 226 153 184 114 120 70
253 132 168 108 110 60
1 183 106 142 84 47 20
198 101 152 86 47 21
2 180 99 152 83 45 17
185 98 135 78 43 19
3 173 96 144 75 45 15
185 76 140 69 43 15
4 169 93 141 59 40 13
164 80 114 62 45 10
5 168 80 132 52 38 14
150 60 114 53 46 13
R-Verapamil Konzentration
in der Akkumulationsphase c=0 µg/ml in der Retentionsphase c=10 µg/ml
0 226 153 184 114 120 70
253 132 168 108 110 60
1 184 116 149 87 47 24
180 113 138 99 42 37
2 187 109 140 69 53 21
175 94 140 79 34 27
3 172 103 132 71 41 23
183 89 128 68 41 24
4 173 99 140 56 44 17
n.b. 82 121 60 42 20
5 178 89 130 61 43 21
166 81 112 59 42 15
n.b.   nicht bestimmt8.  ANHANG
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Medium 15% FCS/RPMI 100% PBS 100% HS
Zellinie HL-60 HL-60-Vinc HL-60 HL-60-Vinc HL-60 HL-60-Vinc
Zeit Idarubicinretention Idarubicinretention Idarubicinretention
(h) (ng/10
6 Zellen) (ng/10
6 Zellen) (ng/10
6 Zellen)
R-Verapamil Konzentration
in der Akkumulationsphase c=10 µg/ml in der Retentionsphase c=0 µg/ml
0 238 244 176 171 110 96
224 208 187 183 109 100
1 182 167 141 124 46 80
190 137 144 117 52 65
2 158 142 139 101 49 46
198 125 137 97 49 53
3 152 115 133 81 48 40
178 115 138 74 46 33
4 170 119 126 77 47 20
148 117 117 60 41 28
5 147 111 117 71 40 24
159 103 120 52 37 26
R-Verapamil Konzentration
in der Akkumulationsphase c=10 µg/ml in der Retentionsphase c=10 µg/ml
0 238 244 176 171 110 96
224 208 187 183 109 100
1 186 181 148 149 66 n.b.
n.b. 180 141 121 67 81
2 188 160 139 132 60 68
171 160 139 119 65 80
3 177 147 135 115 58 38
n.b. 149 138 118 56 64
4 182 128 129 111 45 49
173 159 122 85 50 50
5 171 140 120 104 43 50
141 145 122 90 43 46
n.b.   nicht bestimmt8.  ANHANG
80
Tab. 15: Idarubicin Akkumulation in den Lymphozyten des Probanden 5
in Abhängigkeit von der Inkubationszeit, der Idarubicin Konzentration
und dem Inkubationsmedium
Lymphozyten Proband 5
Medium 15%FCS/RPMI 100% PBS 100% HS 15%FCS/RPMI 100% PBS 100% HS
Inkubationskonzentration Idarubicin Inkubationskonzentration Idarubicin
1000 ng/ml 5000 ng/ml
Zeit Idarubicinaufnahme Idarubicinaufnahme
(min) (ng/10
6 Zellen) (ng/10
6 Zellen)
15 250 136 63 946 415 234
223 126 83 833 402 234
30 263 141 94 956 442 274
249 157 106 1018 532 300
45 268 160 87 961 504 322
256 196 92 936 403 285
60 292 199 103 1213 613 346
262 206 106 1059 644 357
120 251 138 75 1013 551 311
249 114 84 910 567 301
180 243 82 86 731 374 307
212 59 93 920 197 3248.  ANHANG
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Tab. 16: Idarubicin Akkumulation in den Lymphozyten der Probanden
1, 2, 3 und 6 in Abhängigkeit von der a1-sauren-Glykoprotein
Konzentration, der R-Verapamil Konzentration und dem
Inkubationsmedium
Proband 1, 2, 3, 6: Lymphozyten; Inkubationskonzentration Idarubicin 1000 ng/ml
Inkubationsmedium 15% FCS/ RPMI
Probanden Proband 1 Proband 2 Proband 3 Proband 6
R-VRP AGP Idarubicinaufnahme
(µg/ml) (mg/ml) (ng/10
6 Zellen)
0 0 277 243 282 254
241 197 253 245
294 208 248 278
5 0 236 240 243 276
236 206 256 282
301 203 279 272
10 0 265 215 246 274
290 239 264 289
267 216 268 262
0 2 167 224 256 240
192 213 229 236
217 182 244 256
5 2 217 219 248 263
184 211 264 245
198 186 235 270
10 2 208 236 254 267
227 221 246 248
212 150 258 256
Inkubationsmedium 100% Humanserum von den jeweiligen Probanden
0 0 105 79 64 96
105 74 73 95
108 96 72 93
5 0 88 97 66 95
110 67 67 109
100 93 75 102
10 0 96 76 76 101
121 84 67 102
91 69 65 94
0 2 81 74 67 88
87 78 67 94
79 51 66 90
5 2 90 72 69 97
95 62 71 91
75 57 62 93
1 0 2 8 78 26 49 7
78 73 67 88
84 60 67 898.  ANHANG
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Tab. 17: Zusammensetzung der Kulturmedien
Medium Gesamtproteine Albumin Quelle
g/dl g/dl
15% FCS/PBS 0.6 0.3 Lindl & Baur 1994
4 g/dl Humanalbumin - 4 Sigma, USA
100% Humanserum 5.5-8.0 3.5-5.5 Fauci et al. 1998
RPMI - - GibcoBRL, Schottland
Fetales Kälberserum (Durchschnitt; Lindl & Bauer 1994)
Endotoxin 0.356 ng/ml
pH 7.40
Hämoglobin 11.3 mg/dl
Glucose 125 mg/100 ml
Natrium 137 meq/l
Kalium 11.2 meq/l
Chlorid 103 meq/l
Stickstoff 16 mg/100 ml
Gesamtprotein 3.8 g/100 ml
Albumin 2.3 g/100 ml
Calcium 13.6 mg/100ml
Anorg. Phosphor 9.8 mg/100 ml
Cholesterin 31 mg/100 ml
Harnsäure 2.9 mg/100 ml
Kreatinin 3.1 mg/100 ml
Gesamt-Bilirubin 0.4 mg/100 ml
Direktes Bilirubin 0.2 mg/100 ml
Alkalische Phosphatase 255 mU/ml
Lactatdehydrogenase 864 mU/ml
Glutamat Oxalat- 130 mU/ml
Transaminase 340
Selen 0.026 µg/ml
Cortison 0.05 µg/100 ml
Insulin 10 µU/ml
Parathyroid 1718 pg/ml
Progesteron 8 ng/100 ml
T3 119 ng/100 ml
T4 12.1 ng/100 ml
Testosteron 40 ng/100 ml
Prostaglandin E 5.91 ng/ml
Prostaglandin F 12.33 ng/ml
TSH 1.22 ng/ml
FSH 9.5 ng/ml
Wachstumshormon 39.0 ng/ml
Prolaktin 17.6 ng/ml
LTH 0.79 ng/ml
Vitamin A 9 µg/100 ml
Vitamin E 0.11 mg/100ml
PBS
NaCl 8 g/l
KCl 0.2 g/l
Na2HPO4 1.15 g/l
KH2PO4 0.2 g/l
pH 7.28.  ANHANG
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RPMI-1640 Medium
Komponenten g/l
Anorganische Salze
Calcium Nitrate.4H2O 0.1
Magnesium Sulfate  0.04884
(anhydrous)
Potassium Chloride 0.4
Sodium Bicarbonate -
Sodium Chloride 6.0
Sodium Phosphate Dibasic 0.8
Aminosäuren
L-Arginine (free base) 0.2
L-Asparagine (anhydrous) 0.05
L-Aspartic Acid 0.02
L-Cystine
.2HCl 0.0652
L-Glutamic Acid 0.02
L-Glutamine 0.3
Glycine 0.01
L-Histidine (free base) 0.015
Hydroxy-L-Proline 0.02
L-Isoleucine 0.05
L-Leucine 0.05
L-Lysine.HCl 0.04
L-Methione 0.015
L-Phenylalanine 0.015
L-Proline 0.02
L-Serine 0.03
L-Threonine 0.02
L-Tryptophan 0.005
L-Tyrosine*2Na*2H2O0 .02883
Valine 0.02
Vitamine
D-Biotin 0.0002
Choline Chloride 0.003
Folic Acid 0.001
Myo-Inositol 0.035
Niacinamide 0.001
p-Amino Benzoic Acid 0.001
D-Pantothenic Acid  0.00025
Pyridoxine*HCl 0.001
Riboflavin 0.0002
Thiamine*HCl 0.001
Vitamin B-12 0.000005
Diverse
D-Glucose 2.0
Glutathione (reduced) 0.001
HEPES -
Phenol Red.Na 0.0053
Zugabe
Sodium Bicarbonate 2.0
Spezifikationen
pH at RT (without sodium  8.1±0.3
bicarbonate)
pH at RT (with sodium  8.1±0.3
bicarbonate)
Osmolality-mOsm/Kg H2O  237±5%
(without sodium bicarbonate)
Osmolality-mOsm/Kg H2O  279±5%
(with sodium bicarbonate)
Grams of powder required  10.4
to prepare 19.  DANKSAGUNG
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